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RESUMO 
O receptor ativador da proliferação de peroxissomos gama (PPARγ) é altamente 
expresso em tecido adiposo e tem como função principal o controle do metabolismo de glicose 
e de lipídeos. Assim, este receptor está intrinsecamente relacionado ao desenvolvimento de 
Diabetes Mellitus tipo 2 e outras doenças associadas à Síndrome Metabólica, sendo o principal 
alvo de ligantes sintéticos provenientes da classe das Tiazolidinedionas que são usados para o 
tratamento dessas doenças. A ação desses fármacos ocorre principalmente através da inibição 
da fosforilação do sítio de serina 273 do PPARγ, pela quinase dependente de ciclina 5 (Cdk5), 
a qual resulta na desregulação da expressão de diversos genes gerando inclusive, a resistência 
à insulina. Apesar de ser responsável pela alteração da expressão gênica, a fosforilação não 
altera a ocupância do PPARγ na cromatina, assim, sugere-se que outros mecanismos, como o 
recrutamento diferencial de correpressores, entre eles, o mediador silenciador para receptores 
de retinóides e de hormônios tireoidianos (SMRT) e o correpressor de receptores nucleares 
(NCoR), possam regular as diferenças na expressão gênica de maneira fosfo-dependente, 
induzindo ações antidiabéticas ou pró-adipogênicas. Contudo, a fim de elucidar a relação entre 
os mecanismos de repressão, incluindo a preferência por diferentes domínios de interação com 
o receptor (IDs), e a fosforilação de PPARγ foi verificado que: (i) a fosforilação do receptor 
pode ser capaz de reduzir sua ativação; (ii) a fosforilação do receptor não altera o recrutamento 
de correpressores; (iii) o ID2 do SMRT e NCoR se mostra extremamente importante na 
interação com o PPARγ; (iv) o ID1 pode estar envolvido na relação entre a fosforilação e o 
recrutamento de correpressores e (v) a presença da Cdk5 é capaz de reduzir a interação com 
NCoR, indicando um sistema dinâmico de competição pelo sítio de S273, visto que o 
recrutamento se altera quando o ID1 é modificado. Também foi avaliado o perfil de expressão 
gênica de alvos de PPARγ, que possuem expressão regulada pela fosforilação de S273 ou que 
estão envolvidos no processo de adipogênese, na tentativa de melhor entender a existência de 
outros aspectos que possam resultar em uma expressão diferenciada desses genes. Por exemplo, 
uma relação de crosstalk com LXRα, parceiro de PPARγ em casos de inflamação e controle 
metabólico, o qual também sofre modulação através da fosforilação, neste caso, do sítio de 
S196. Neste contexto, foi observado quatro genes, sendo eles Selenbp1, Gk, Cd36 e Apod, que 
apresentam expressão diferenciada tanto quando ocorre a inibição da fosforilação de LXRα 
quanto a de PPARγ, indicando uma relação de crosstalk entre os receptores. Através deste 
trabalho foi possível gerar conhecimento sobre os mecanismos moleculares de modulação de 
PPARγ, gerando possibilidades de tratamentos mais específicos para as doenças metabólicas. 
 
Palavras-chave: receptor nuclear; PPAR gama; fosforilação; diabetes 
 
ABSTRACT 
English title: Identification of PPAR gamma phosphorylation mechanisms and the relationship 
with corepressors recruitment 
 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) is the master regulator of 
adipogenesis and plays an important role in the regulation of glucose homeostasis and lipid 
metabolism. However, PPARγ is the target of thiazolidinediones (TZDs), a set of antidiabetic 
drugs for type 2 Diabetes Mellitus treatment, being associated with many undesirable side 
effects. TZDs are PPARγ full agonists and are able to block the phosphorylation at the S273 
site of nuclear receptor through the cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5). The phosphorylation 
results in expression deregulation of a large number of genes leading to insulin resistance. 
Although this modification of PPARγ does not alter its adipogenic capacity, it is suggested that 
other mechanisms, such as the differential recruitment of corepressors (among them, the 
silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor (SMRT) and nuclear receptor 
corepressor (NCoR)), may alter gene expression in a phospho-dependent manner, inducing anti-
diabetic or pro-adipogenic actions. Therefore, in order to clarify the relationship between 
repression mechanisms and their preferences for receptor interaction domains (IDs) related to 
PPARγ phosphorylation, we found that: (i) receptor phosphorylation may be able to reduce its 
activity; (ii) receptor phosphorylation does not alter corepressors recruitment; (iii) ID2 of 
SMRT and NCoR is extremely relevant for the interaction with PPARγ; (iv) ID1 may be 
involved with phosphorylation and corepressors recruitment; and (v) the presence of Cdk5 may 
be able to reduce receptor interaction with NCoR, indicating a dynamic system of competition 
for the S273 site, since recruitment is altered when ID1 is modified. In addition, we evaluated 
the gene expression profile of PPARγ targets. Expression of some of these genes is specifically 
regulated by S273 phosphorylation or is involved in the adipogenesis process. In an attempt to 
better understand the existence of other aspects that may result in a differentiated expression of 
these genes, we explored a crosstalk relationship with LXRα. LXRα is a PPARγ partner in 
conditions of inflammation and metabolic control, which is also phosphorylated at the S196 
site. It was observed that four genes as Selenbp1, Gk, Cd36 and Apod showed differential 
expression when inhibition of LXRα and PPARγ phosphorylation occurs. Through this work, 
it was possible to generate knowledge about the molecular mechanisms of PPARγ modulation, 
creating new possibilities of more specific treatments for metabolic diseases. 
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CAPÍTULO I: A relação da fosforilação de 
PPARγ no recrutamento de correpressores 
1. INTRODUÇÃO 
1.1. A importância dos Receptores Nucleares  
Desde sua descoberta por volta de 1990, os receptores nucleares (RN) tornaram-se alvos 
de grandes pesquisas em busca do controle de diversas enfermidades como, a Síndrome 
Metabólica e cânceres (ISSEMANN E GREEN, 1991; BERGER, AKIYAMA, & MEINKE, 
2005). Devido ao seu alto potencial terapêutico, os RNs são importantes alvos de modulação, 
pois atuam diretamente no processo transcricional, transduzindo sinais ambientais que irão 
influenciar diretamente na expressão gênica, controlando a expressão de genes-alvo que 
regulam diversos processos biológicos como, a reprodução, o desenvolvimento celular e o 
metabolismo em geral (PEREIRA, 2008; BRITO et al., 2013). 
Classificados como fatores de transcrição dependentes de ligantes, os receptores 
nucleares são responsáveis pela regulação dos processos biológicos através da ligação à ligantes 
específicos e a outros fatores que levam às modificações conformacionais da cromatina, 
conduzindo aos eventos de transcrição gênica. A superfamília de receptores formada por 48 
fatores de transcrição é classificada em diferentes categorias, como: esteroidais (ER, MR, GR), 
não esteroidais (TR, PPAR, RAR, etc.) e órfãos – os quais não possuem ligantes específicos 
conhecidos (Coup-TFI, RevErb, Coup-TFII, etc.) (GUO et al., 2015). 
Dentro da categoria de receptores não esteroidais, os receptores ativadores da 
proliferação de peroxissomos (PPARs), são conhecidos principalmente pela regulação da 
homeostase de glicose, metabolismo de lipídeos e inflamação. Expressos de forma generalizada 
em todo o organismo, os PPARs são responsáveis, quando ativados por seus ligantes naturais 
(ácidos graxos e prostaglandinas), pela transcrição de uma grande diversidade de genes que 
controlam cuidadosamente uma gama de reações e vias metabólicas (KOTA; HUANG; 
ROUFOGALIS, 2005).  
Os PPARs são expressos em três distintos loci no genoma humano: PPARα, PPARβ/δ 
e PPARγ, sendo os três isotipos muito parecidos entre si estruturalmente. Todos formam um 
heterodímero obrigatório com o Receptor Retinóide X (RXR) e ligam-se ao mesmo elemento 
responsivo (PPRE), o qual é formado por duas repetições de AGGTCA espaçadas por 1 ou 2 
nucleotídeos, chamado de DR-1 (direct repeat 1) ou DR-2 (direct repeat 2), respectivamente 
(Figura 1). Porém, diferem entre si nas funções biológicas, nos ligantes e possuem diferentes 
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níveis de expressão nos diversos tecidos em que estão presentes (HELSEN; CLAESSENS, 
2014; JANANI; RANJITHA KUMARI, 2015). 
 
Figura 1 Imagem representativa da interação entre os PPARs e RXR. Formação de heterodímero para a ligação ao elemento 
responsivo de PPAR (PPRE) formado por duas repetições de AGGTCA no DNA (LEFTEROVA et al., 2014). 
O PPARα (PPARA) é altamente expresso em tecido adiposo marrom, fígado, rim, 
coração e músculo esquelético, é responsável pelo controle do fluxo de colesterol e processo 
inflamatório e possui como ligante sintético o fármaco Fenofibrato. O PPARβ/δ (PPARD), é 
expresso de forma ubíqua, atuando na regulação do catabolismo de ácido graxo, metabolismo 
energético e transporte reverso de colesterol, podendo ser ativado sinteticamente por GW0742 
ou GW501516. Por fim, o PPARγ (PPARG) é expresso predominantemente em tecido adiposo, 
mas presente também em outros tecidos como coração, músculo esquelético, rins, intestino, 
cérebro, fígado e macrófagos, e é responsável principalmente pela homeostase de glicose e pelo 
metabolismo de lipídeos, sendo alvo de ligantes da classe das Tiazolidinedionas, como a 
Rosiglitazona (KOTA; HUANG; ROUFOGALIS, 2005; RIZZO; FIORUCCI, 2006; 
SHEARER; BILLIN, 2007; SOUZA-MELLO, 2015).  
De modo geral, os três isotipos de PPAR (α, β/δ e γ) estão amplamente envolvidos na 
regulação e homeostase de lipídeos e glicose (Figura 2), por este motivo tornaram-se alvos de 
estudos para tratamento e consequente redução da incidência da Síndrome Metabólica (SM) 
que atinge grande parte da população mundial. (SOUZA-MELLO, 2015). 
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Figura 2 Visão geral e funções dos PPARs em diversos tecidos do organismo. Dentre eles, destaque para o PPARγ (em azul), 
responsável pelo controle da adipogênese e metabolismo de glicose. (BLASCHKE et al., 2006). 
1.2. PPARγ – estrutura de domínios, mecanismos de regulação e modulação 
 O PPARγ (PPARG), proteína alvo deste trabalho, tem atraído grande interesse científico 
devido à sua principal função de controle metabólico e da adipogênese, se tornando um 
potencial alvo de medicamentos de sensibilização para a insulina, como a Rosiglitazona, 
utilizados no tratamento de Diabetes Mellitus do tipo 2 (GRYGIEL-GÓRNIAK, 2014). 
 Devido ao splicing alternativo, o PPARγ pode apresentar três isoformas (1, 2 e 3), 
diferenciando-se apenas em número de aminoácidos codificantes em sua extremidade N-
terminal. O PPARγ1 é expresso em vários tecidos, sendo mais amplamente expresso no 
coração, cólon, intestino delgado e grosso, rins, pâncreas e baço. O PPARγ2, objeto de estudo 
deste projeto, por sua vez é mais expresso no tecido adiposo, e o PPARγ3 é expresso no intestino 
grosso e macrófagos (AHMADIAN et al., 2013; JANANI; RANJITHA KUMARI, 2015). 
A estrutura geral do PPARγ (Figura 3) e seus mecanismos de ligação ao DNA são 
bastante similares a todos os outros receptores nucleares, sendo composta por diferentes 
domínios: o domínio N-terminal, envolvido na função de ativação independente de ligante (AF-
1); o domínio de ligação ao DNA (DBD – DNA binding domain), a região de dobradiça (hinge); 
e o domínio de ligação ao ligante (LBD – ligand binding domain), domínio este muito estudado 
como alvo de novas terapias por meio da identificação de potenciais ligantes (KIM et al., 2013).  
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Figura 3 Estrutura geral dos receptores nucleares e seus domínios. a) PPARγ e outros receptores nucleares são compostos 
pela região N-terminal A/B que contém AF-1, a qual é responsável pela ativação independente de ligante. Região DBD, a qual 
se liga ao DNA e possui dedos de Zinco. O Hinge é responsável pela movimentação do receptor, e por fim, a região LBD a 
qual é depende de ligante, sendo a região mais importante para a regulação do receptor, pois é esta região que se liga as 
moléculas correguladoras e aos ligantes específicos, modulando a transcrição gênica. Imagem adaptada de 
CHRISTOPOULOS et al., 2014; HSU & CHI, 2014. b) Imagem estrutural de PPARγ e seus domínios, com destaque da 
localização da α-hélice 12 e serina 273. c) Imagem estrutural do heterodímero obrigatório de PPARγ e RXR, na presença de 
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seus ligantes sintéticos específicos, Rosiglitazona e Ácido Retinóico, respectivamente. Estrutura obtida do banco de dados de 
proteínas RCSB (PDB 3DZY) e visualizada utilizando o software PyMOL.  
Mais detalhadamente, o DBD é altamente conservado entre os PPARs, sendo formado 
por dois motivos em dedos de zinco em uma estrutura globular que pode reconhecer sequências 
específicas de DNA, também chamadas de elementos responsivos a PPAR (PPRE), estas 
sequências estão localizadas nos promotores de genes-alvo deste receptor. Já a região do hinge 
(região de dobradiça) devido à sua flexibilidade estrutural, possui função importante, 
especificando a orientação relativa do DBD em relação ao LBD (DESVERGNE E WAHLI, 
1999). 
Por último, a região LBD, a qual se associa aos ligantes, é de grande interesse para o 
desenvolvimento de fármacos, pois é necessária para a ativação do receptor. Essa região é 
formada por 12 α-hélices e folhas β-pregueadas, através das quais ocorre a dimerização com o 
RXR (GRONEMEYER et al., 2004; CHANDRA et al., 2008; DESVERGNE E WAHLI, 1999). 
Sua porção C-terminal está ligada à uma função de ativação fortemente dependente de ligante 
conhecida como AF-2, a qual é formada pelas α-hélices 12 (H12), 3, 4 e 5. A H12 tem uma 
função primordial na ativação e modulação do PPARγ, sendo responsável pela ligação aos 
ligantes. Assim, na presença do ligante, a H12 estabelece uma conformação diferente através 
de uma região conservada de sete aminoácidos, que serve como interface permitindo a interação 
com coativadores e não a correpressores. Dessa forma, a modulação do PPARγ através de 
ligantes ocorre pelo reposicionamento da H12 (Figura 4), ativando o receptor (BRUNING et 
al., 2007; CARLBERG et al., 2001). 
 
Figura 4 Domínio LBD do PPARγ, com destaque para a H12 na ausência de ligantes em (a) e em (b) seu reposicionamento 
na presença do ligante, o qual estabelece uma conformação diferente permitindo a interação com os coativadores, desligando 
os correpressores. Imagem Estrutura obtida do banco de dados de proteínas RCSB (PDB 3DZY e 1PRG) e visualizada 
utilizando o software PyMOL.  
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1.2.1. A regulação do PPARγ através de correpressores 
Para a regulação da homeostase de glicose, metabolismo de lipídeos e a adipogênese, o 
PPARγ, possui propriedades de regulação da transcrição capazes de aumentar ou suprimir a 
expressão dos seus genes alvo, através do recrutamento de proteínas auxiliadoras conhecidas 
como correguladores (MENGELING et al., 2012). Essas proteínas são moléculas que interagem 
com os fatores de transcrição (receptores nucleares) para ativar, no caso dos coativadores 
(CoA), ou reprimir, no caso dos correpressores (CoR), a transcrição de genes específicos através 
da interface diferenciada proporcionada pela H12 no domínio LBD do receptor, conforme 
descrito no item 1.2 (PAWLAK et al., 2012; BRUNING et al., 2007). Dessa forma, o 
mecanismo observado entre o desligamento dos correpressores e a ligação dos coativadores 
dependentes de ligante é o que permite a regulação precisa da expressão gênica em resposta aos 
sinais ambientais (FANG et al., 2011). 
 
Figura 5 Representação da regulação fina do PPARγ realizada através da associação aos correguladores (CoR e CoA). (a) 
Na ausência dos ligantes, o PPARγ se associa aos correpressores os quais, através da desacetilação das histonas (representada 
pelo círculo verde - Ac), impedem o acesso da maquinaria transcricional, inibindo a transcrição gênica. (b) Ao contrário, a 
presença do agonista de PPARγ (o que desliga o correpressor), favorece a interação de PPARγ e coativadores juntamente com 
a acetilação das histonas (Ac), o que permite o acesso da maquinaria transcricional ao DNA e consequente ativação da 
expressão gênica (MOTTIS; MOUCHIROUD; AUWERX, 2013). 
Os coativadores de receptores nucleares, aqueles que ativam a transcrição, contém 
motivos de ligação a receptores com a sequência LXXLL (onde, L= leucina, X= qualquer 
aminoácido), os quais reconhecem o local de interação com o DNA na presença de ligantes 
específicos (Figura 6). Assim, através do remodelamento da cromatina com a acetilação e 
metilação das histonas e o recrutamento da maquinaria transcricional, ocorre a modulação da 
expressão de uma variedade de genes alvos do receptor (LI et al., 2011). Existem atualmente 
muitos coativadores de PPARγ conhecidos e estudados como TIF, PGC1-α e TRAP220 que 
modulam por exemplo, o metabolismo de glicose (LI et al., 2011; HANDSCHIN E 
SPIEGELMAN, 2008; REVILLA E GRANJA, 2009; WANG et al., 2010). 
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Figura 6 Interação entre os coativadores e o PPARγ. O recrutamento de coativadores pelo PPARγ gera a remodelação da 
cromatina com a acetilação e metilação das histonas e consequentemente permite o acesso da maquinaria transcricional ao 
DNA, gerando a expressão de genes envolvidos na adipogênese e em todos os outros processos biológicos nos quais os PPARγ 
está inserido (FATTORI et al., 2014). 
Ao contrário, os correpressores de receptores nucleares, aqueles que reprimem a 
transcrição, apresentam regiões conservadas (I/L)XX(V/I)I (onde, I= isoleucina , L= leucina, 
X= qualquer aminoácido, e V= valina), as quais fazem contato com os receptores (MAIRE et 
al., 2010). Uma vez acoplados ao RN, na ausência de ligantes (Figura 7), os correpressores são 
capazes de modular a transcrição reprimindo os receptores. Isto ocorre através do 
reconhecimento do local de interação ao DNA e do recrutamento de componentes adicionais 
como a histona desacetilase 3 (HDAC3) gerando um complexo de repressão, o que leva a 
desacetilação das histonas e impede o acesso da maquinaria transcricional ao DNA, reprimindo 
a expressão dos genes alvo do receptor (GOODSON et al., 2011; GOODSON; JONAS; 
PRIVALSKY, 2005; LI et al., 2011; MOTTIS; MOUCHIROUD; AUWERX, 2013; REILLY 
et al., 2010).  
 
 
Figura 7 Interação entre os correpressores e o PPARγ. Na ausência de ligantes, a interação entre PPARγ e o recrutamento de 
correpressores causa a remodelação da cromatina através da desacetilação das histonas, impedindo o acesso da maquinaria 
transcricional ao DNA. Dessa forma a expressão dos genes alvos de PPARγ é reprimida (FATTORI et al., 2014).  
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O PPARγ, na ausência de ligante (na forma apo-PPAR), pode interagir com dois 
correpressores (CoRs) principais: o mediador silenciador para receptores de retinóides e de 
hormônios tireoidianos (SMRT ou NCoR2) e o correpressor de receptores nucleares (NCoR1) 
(HORLEIN et al., 1995; CHEN E EVANS, 1995). Esses CoRs servem como mediadores do 
controle e da regulação da adipogênese bem como do metabolismo de glicose através de sua 
interação com os receptores e são capazes de alterar a expressão de genes específicos 
(GOODSON; JONAS; PRIVALSKY, 2005; SNYDER et al., 2015). São proteínas 
extremamente grandes e flexíveis, compostas por aproximadamente ~2500 aminoácidos, o que 
facilita a interação com outras proteínas, porém dificulta seu estudo (MOTTIS; 
MOUCHIROUD; AUWERX, 2013). Estruturalmente ambos CoRs possuem organizações 
similares de domínios e interagem com os receptores que estão ligados ao DNA através do 
domínio de interação ao receptor nuclear (NRID ou simplesmente ID) (LI et al., 2011) (Figura 
8).  
 
Figura 8 Esquema geral da estrutura de CoRs e seus domínios. A interação entre CoRs e PPARγ é feita através dos domínios 
de interação ao receptor, conhecido por NRID (ID). Cada correpressor possui 3 domínios de repressão (RD) e podem possuir 
até 3 domínios de interação com o receptor (ID), Imagem adaptada de MAIRE et al., 2010. 
Cada domínio possui uma função dentro da proteína, por exemplo: os domínios de 
repressão (RDs) são responsáveis pela atividade de repressão dos correpressores, sendo esta 
região bem conservada entre NCoR e SMRT. Entre esses domínios de repressão se encontra o 
domínio “SANT-like”, o qual é responsável pela desacetilação das histonas. E por último, os 
domínios de interação ao receptor (ID) se ligam à região LBD dos receptores nucleares na 
ausência de ligantes (MOTTIS; MOUCHIROUD; AUWERX, 2013). 
Apesar de NCoR e SMRT serem expressos a partir de dois genes distintos, 
compartilham cerca de 50% de identidade, porém cumprem papéis variados no organismo, e 
um não pode substituir o outro (BRUNMEIR; XU, 2018; MENGELING et al., 2012; MÜLLER 
et al., 2018). O processamento alternativo do mRNA dos correpressores gera a produção de 
diferentes variantes (ou isoformas), as quais diferem em sua afinidade aos receptores e em suas 
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funções biológicas devido a variação na quantidade de IDs de cada isoforma (Figura 9) 
(GOODSON et al., 2011; MENGELING et al., 2012). Assim, as variantes de splicing 
encontradas para SMRT são conhecidas como SMRTω, SMRTγ, SMRTα, SMRTτ e SMRTε; 
e para NCoR podem ser NCoRω e NCoRδ (GOODSON et al., 2011).  
 
Figura 9 Comparativo entre as diversas isoformas de NCoR e SMRT. Cada isoforma possui uma quantidade diferente de IDs, 
variando em 1, 2 ou 3 IDs. Imagem adaptada de GOODSON et al., 2011. 
Devido a essa variação de splicing, cada isoforma pode ser composta por 1, 2 ou 3 IDs 
(para facilitar, este trabalho vai se referir como ID 1, 2 e 3). Cada um dos domínios de interação 
contém uma sequência consenso (Figura 10) caracterizada por LXXIXX(V/I)IXXX(Y/F) ou 
LXXIIXXXL, ou ainda, IXXIIXXXI (onde, L= leucina, I= isoleucina, V= valina, Y= Tirosina, 
F= Fenilalanina e X= qualquer aminoácido) a qual apresenta um motivo central em hélice que 
se liga aos receptores fortalecendo a interação e determinando a especificidade com o receptor 
(CHEN E EVANS, 1995; HORLEIN et al., 1995; YU et al., 2005).  
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Figura 10 Representação da estrutura dos correpressores NCoR e SMRT com os motivos dos IDs 1, 2 e 3. Imagem adaptada 
de WONG et al., 2014. 
A geração das diferentes isoformas encontradas para NCoR e SMRT é regulada pela 
sinalização hormonal e metabólica, induzindo a respostas diferentes no organismo, afirmando 
sua importância no metabolismo de glicose e de lipídeos (MÜLLER et al., 2018; SNYDER et 
al., 2015). Ainda, estudos sugerem que a capacidade de produzir diferentes isoformas dos 
correpressores ocorre devido à customização de sua função em diferentes tecidos, permitindo a 
adaptação das propriedades transcricionais dos receptores nucleares a diferentes contextos 
(GOODSON; JONAS; PRIVALSKY, 2005). 
Conforme mencionado, cada isoforma possui uma afinidade diferente para cada receptor 
e, para PPARγ, foi demonstrado que as isoformas com 2 ou 3 IDs são as que possuem maior 
afinidade ao receptor, sendo assim, as isoformas de SMRTτ e SMRTγ e NCoRω e NCoRδ, 
interagem melhor com PPARγ (GOODSON et al., 2011). 
 
Figura 11 As isoformas que possuem maior afinidade ao PPARγ são SMRTτ e SMRTγ enquanto para NCoR, ambas possuem 
alta afinidade (NCoRω e NCoRδ) (GOODSON et al., 2011).  
Além da diferente afinidade apresentada por conta da quantidade dos IDs, os 
correpressores podem apresentar variação de função, a qual também dependerá da expressão 
em diferentes tecidos, do metabolismo, da sinalização celular e respondendo de maneira 
diferente à sinalização de quinases por exemplo (MOTTIS; MOUCHIROUD; AUWERX, 
2013). Umas das consequências observadas neste quesito é a mudança de NCoR da forma ω 
(IDs 1, 2 e 3) para δ (IDs 1 e 2) durante a adipogênese, que auxilia a regular e dirigir processos 
de diferenciação, sendo essencial no estabelecimento da correta fisiologia de adipócitos 
maduros (GOODSON et al., 2011). Da mesma forma, outros tecidos que estão envolvidos na 
utilização de glicose e homeostase energética (como fígado, músculo esquelético e cérebro) 
também demonstram padrões específicos de variantes de NCoR (GOODSON et al., 2014). 
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1.2.2. A modificação pós-traducional de PPARγ gera desregulação de genes alvo 
O PPARγ pode sofrer diversas modificações pós-traducionais como, O-glicosilação 
com N-acetil-glucosamina (O-GlcNAc), SUMOilação, acetilação, ubiquitinação e também 
fosforilação, que é foco deste estudo (BRUNMEIR; XU, 2018; CHOI et al., 2015). A 
fosforilação, realizada por proteínas quinases, é capaz de regular quase todas as reações da 
biologia celular, podendo modificar a função da proteína de várias maneiras, por exemplo, 
aumentando ou diminuindo as atividades biológicas, facilitando ou inibindo a interação entre 
os compartimentos subcelulares, e propiciando ou desfazendo a interação proteína-proteína (XI 
LI et al., 2014).  
A fosforilação do PPARγ vem sendo estudada desde a década de 1990 e atualmente, são 
conhecidos diversos sítios alvos dessa modificação pós-traducional como: S112, S133, S273 e 
T296 (BANKS et al., 2015; BRUNMEIR; XU, 2018). Porém, apenas o sítio de S273, que se 
localiza na região LBD do receptor, está relacionado com o tratamento de diabetes tipo 2 e 
resistência à insulina. Em 2010, Choi e colaboradores descobriam que este sítio é alvo da ação 
de uma enzima quinase dependente de ciclina (Cdk5) e mais tarde, em 2015, Banks e 
colaboradores demonstraram que além da Cdk5, o PPARγ também pode ser fosforilado pela 
ação de uma quinase regulada por sinal extra celular (ERK) (BANKS et al., 2015; CHOI et al., 
2010, 2014). De modo geral, na presença de Cdk5, a ação da ERK é reprimida e na ausência de 
Cdk5, a ERK é responsável pela fosforilação do sítio de serina 273 do receptor (Figura 12) 
(BANKS et al., 2015).  
 
Figura 12 Ação das enzimas quinases, Cdk5 e ERK, na fosforilação do sítio de serina 273 do PPARγ. Na presença de Cdk5, a 
ERK é reprimida e na ausência de Cdk5, ERK é responsável pelo balanceamento da modulação. Na presença do agonista da 
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classe das TZDs, o sítio de serina é estabilizado e protegido da ação das enzimas, impedindo a fosforilação. Imagem adaptada 
de BANKS et al., 2015; KIM et al., 2013. 
Devido à alta relevância de Cdk5 e a supressão de ERK em sua presença, a Cdk5 se 
tornou a enzima alvo de pesquisa. Sabe-se que é uma serina/treonina quinase dirigida por 
prolina (ADAMS*, 2001), ou seja, esta enzima tem preferência por fosforilar substratos que 
contenham as sequências (S/T)PX(K/H/R) (onde, S= serina, T= treonina, P= prolina, X= 
qualquer resíduo e K/H/R= resíduos carregados), contínuas ou não (DHAVAN et al., 2001). 
Sendo ativada através da dimerização com as proteínas ciclinas p35 ou sua isoforma mais 
estável, p25, responsáveis pelo ciclo celular e por realizar a distribuição subcelular de Cdk5 
(PATRICK et al., 1999).  
Foi verificado que a atividade da enzima Cdk5 está amplamente envolvida com o 
metabolismo de glicose e lipídeos, pois o alto teor de glicose e o aumento da expressão de TNF-
α encontrados durante a obesidade e/ou dietas hiperlipídicas geram um ambiente inflamatório 
e favorecem a formação do complexo p25/Cdk5, elevando a atividade da enzima. Ou seja, em 
condições nas quais são encontrados altos níveis de citocinas como, de TNF-α, IL-6 e ácidos 
graxos, ocorre a indução da produção de p35, (MEBRATU; TESFAIGZI, 2009), como alvo 
dessas citocinas, p35 é clivado em p25, aumentando os níveis de p25 que preferencialmente se 
dimeriza com Cdk5 e aumenta atividade da enzima, ocasionando a hiperfosforilação do PPARγ 
(Figura 13) ( CHOI et al., 2011; UTRERAS et al., 2009). 
 
Figura 13 Atividade da enzima Cdk5 na regulação de genes alvos de PPARγ. A conversão de p35 em p25 ocasiona a ativação 
da enzima Cdk5, esta por sua vez realiza fosforilação do receptor nuclear alterando a expressão de diversos genes envolvidos 
na obesidade e diabetes tipo 2. Entretanto, na presença de determinados ligantes, essa fosforilação é inibida e o PPARγ é 
ativado (AHMED; SHARMA, 2011). 
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Para PPARγ, sabe-se que a fosforilação do sítio de S273 leva à resistência à insulina, 
gerando também a desregulação de uma grande quantidade de genes alvo do receptor. Por 
exemplo, a alteração da expressão dos genes envolvidos no metabolismo de glicose e que estão 
intrinsecamente relacionados com Diabetes Mellitus tipo 2, tais quais CD36, Adpisina, 
Adiponectina e Leptina (AHMED & SHARMA, 2011; CHOI et al., 2010, 2011; CAMPOREZ, 
et al.,2015). Essa associação entre a fosforilação do PPARγ com a obesidade e a resistência à 
insulina já havia sido apresentada, apontando que a inibição da fosforilação do resíduo de S273 
é um alvo antidiabético em potencial (CHOI, et al., 2010).  
1.3. A relação de PPARγ e o tratamento para Diabetes Mellitus tipo 2 
 Devido ao envolvimento com a sensibilidade à insulina, o PPARγ se tornou o maior 
alvo para tratamento de diabetes tipo 2. Sabe-se também que este receptor é o principal 
responsável pela diferenciação e sobrevivência de adipócitos e da lipogênese, o que reforça 
ainda mais sua importância e significado no âmbito científico para o tratamento de doenças 
ligadas à Síndrome Metabólica (LEHRKE E LAZAR, 2005; SIERSBAEK et al., 2010; 
TONTONOZ E SPIEGELMAN, 2008). 
 Em 1995, medicamentos da classe das Tiazolidinedionas (TZDs), mais comumente 
conhecidos por Rosiglitazona ou Pioglitazona, emergiram no mercado com a proposta de 
melhorar a sensibilidade à insulina. Na realidade, estas moléculas, por atuarem como agonistas 
de PPARγ, contém atuação farmacológica bem definida na sensibilidade à insulina e na 
adipogênese. Como agonista seletivo de PPARγ, as TZDs atuam, através de seu mecanismo 
(Figura 14), estabilizando o sitio de S273 do receptor impedindo a fosforilação e, desta forma, 
a ação da CdK5 é inibida resultando na melhora da sensibilidade à insulina (CHOI et al., 2014). 
Entretanto, além da sensibilização da insulina, esses medicamentos, por serem agonistas de 
PPARγ, interagem com a H12 do receptor ativando-o, o que estimula à adipogênese, e 
consequentemente gera o aumento do tecido adiposo, contribuindo com a prevalência da 
obesidade na população de diabéticos tratados (SEMPLE et al., 2006; TAVARES et al., 2007). 
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Figura 14 Imagem ilustrativa da atuação farmacológica da TZD. Como agonista de PPARγ, as TZDs bloqueiam a ação da 
enzima Cdk5 (representada em verde), protegendo o sítio de serina 273 contra a fosforilação. Desta forma, ocorre a 
sensibilização à insulina, mas também a ativação do receptor com a produção de efeitos colaterais, dentre eles o aumento do 
tecido adiposo, aumentando a prevalência da obesidade. 
Além do estímulo excessivo da adipogênese, existem outros efeitos colaterais que são 
causados devido à presença e ativação do receptor em diversos tecidos não adiposos como, 
fígado, músculo esquelético, pâncreas, coração, e células dendríticas (Figura 15) (AHMADIAN 
et al., 2013). Mais ainda, a geração de efeitos colaterais secundários, como o ganho de peso, 
retenção de líquido, perda óssea (CARIOU, 2012), câncer de bexiga (NEUMANN et al., 2012), 
hemodiluição e falência cardíaca foram apresentados em mais de 15% dos pacientes tratados 
com TZD. (TAVARES et al., 2007; MUDALIAR et al., 2003; LAGO et al., 2007).  
 
 
Figura 15 Ilustração dos efeitos da ativação do PPARγ em diversos tecidos. Devido a sua expressão em diversos tecidos do 
organismo, a sua ativação, na presença de seu ligante, gera tanto respostas positivas quanto negativas (AHMADIAN, M. et 
al, 2013). 
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Apesar da ação das TZDs sob a sensibilização à insulina, a produção de todos esses 
efeitos colaterais gerou grandes preocupações por parte dos órgãos reguladores, e, em 2010, 
estas preocupações alavancaram restrições na administração deste medicamento, reforçando a 
necessidade de novas gerações de ligantes que envolvam estratégias inovadoras e de uma 
modulação mais seletiva deste receptor em tecido adiposo (EVANS et al., 2004). Sendo assim, 
a necessidade do melhor esclarecimento de todo o processo envolvendo a fosforilação do 
PPARγ e a regulação da expressão de genes alvos do receptor envolvidos no processo de 
diabetes e de adipogênese se faz necessária (CHOI et al., 2011; TAVARES, et al., 2007). 
 A motivação da pesquisa se torna ainda mais clara quando se observa o crescimento do 
número de pessoas que desenvolve Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) anualmente. Segundo a 
Federação Internacional de Diabetes, os países com maiores concentrações de diabéticos em 
sua população são: China, Índia, Estados Unidos e Brasil. Estima-se que em 2017, 425 milhões 
de pessoas desenvolveram diabetes no mundo e a projeção de aumento deste número é de 48%, 
tornando essa condição um problema mundial tendo em vista o crescimento progressivo de 
casos (International Diabetes Federation, 2013 e 2017).  
 Além do mais, obesidade ligada à resistência à insulina é o maior fator responsável pelo 
surgimento de DM2 (WU et al., 2014). O crescimento do número de diabéticos na população é 
acompanhado pelo aumento do número de obesos, e este dado vem, da mesma forma, 
preocupando a Organização Mundial de Saúde (OMS) pois, segundo a organização, 2,2 bilhões 
de pessoas tem sobrepeso ou obesidade e o aumento do número de pessoas obesas poderá 
alcançar cerca de 700 milhões em 2025, justificando a busca de tratamentos mais eficazes 
quanto a sensibilidade à insulina e, em última instância, à própria obesidade (Organização 
Mundial da Saúde, 2017). 
1.4. A regulação de PPARγ pode ser fosfo-dependente  
 Assim, na tentativa de modular o PPARγ para diminuir os efeitos tanto da obesidade 
quanto de diabetes, um estudo realizado por Choi e colaboradores mostrou que adipócitos 
maduros que possuíam a inibição da fosforilação de S273 apresentaram a mesma atividade 
transcricional quando comparado aos camundongos com S273 susceptível à fosforilação. 
Indicando que a atividade de PPARγ é independente de sua fosforilação. Porém, a inibição da 
fosforilação levou ao aumento de expressão de certos genes como CD36, Adpsina, 
Adiponectina e Leptina, os quais estão intrinsecamente envolvidos com diabetes e obesidade 
(CHOI et al., 2010). 
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 Dessa forma, até o momento sabe-se que a fosforilação do PPARγ na região de S273 
pela Cdk5 não altera sua atividade adipogênica, porém é responsável pela alteração de diversos 
genes relacionados à obesidade e diabetes. Apesar deste conhecimento, os mecanismos 
moleculares os quais ligam a fosforilação do PPARγ à desregulação de genes específicos não é 
claro deixando em aberto a possibilidade de uma nova abordagem que leve à sensibilização de 
insulina (CHOI et al., 2010, 2011, 2014). 
 Como a fosforilação foi a responsável pela alteração na expressão de genes e sabe-se 
que fosforilação de S273 não altera a ocupância do PPARγ na cromatina, sugere-se que outros 
fatores, como o recrutamento de correguladores possam ser diferencialmente regulados de 
maneira fosfo-dependente (CHOI et al., 2010). Ou seja, a fosforilação pode não interferir na 
ligação do PPARγ ao DNA, mas sim no recrutamento diferencial de correguladores. Desta 
forma, o recrutamento de coativadores ou correpressores seriam fatores determinantes para 
causar a alteração na expressão de diversos genes. Contudo, o melhor entendimento dos 
mecanismos entre a fosforilação e o recrutamento de correpressores (na qual não ocorre a 
ativação do receptor nuclear), se faz necessário a fim de prover estratégias mais específicas para 
o desenvolvimento de ligantes de PPARγ, modulando suas modificações pós-traducionais e/ou 
tendo como alvo os correpressores, para dessa forma, combater doenças como obesidade e 
diabetes, nas quais este receptor se encontra amplamente envolvido.  
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2. OBJETIVO 
O objetivo deste trabalho foi analisar a relação entre a fosforilação do receptor e o 
recrutamento de correpressores, através do estudo dos mecanismos de fosforilação e dos 
mecanismos de recrutamento diferencial de correpressores correlacionando seus IDs. O estudo 
visou investigar (i) quais as possíveis influências da fosforilação do PPARγ sobre o 
recrutamento diferencial de correpressores e (ii) se a presença de correpressores pode 
influenciar no processo de fosforilação do PPARγ. 
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3. JUSTIFICATIVA 
De acordo com as projeções mundiais, o aumento na incidência de diabetes e obesidade, 
traz uma responsabilidade cada vez mais forte pela busca de fármacos mais específicos com a 
redução de efeitos colaterais. Mais especificamente, fármacos que não façam interação com a 
α-hélice 12 do PPARγ, desta forma, inibindo a ativação do receptor e consequentemente o 
desenvolvimento do tecido adiposo, o aumento de gordura corporal e a produção dos diversos 
efeitos colaterais. Portanto, uma forma de regular o PPARγ seria modular o recrutamento de 
correpressores, os quais quando interagem com o receptor, não são capazes de ativá-lo. Assim, 
um estudo sobre as características de interação entre a fosforilação do PPARγ e as diferentes 
variantes de splicing dos correpressores, poderá fornecer dados necessários para o desenho de 
novos moduladores ainda não explorados, e principalmente, específicos para a resposta 
desejada, levando à sensibilização do organismo à insulina. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. Cultura de células: 
4.1.1. Cultura de células de mamífero 293T 
Para os ensaios de transativação e sistema de duplo-hibrido, foi utilizada a linhagem de 
células de rim embrionário humano 293T (ATCC® CRL-3216™), devido a facilidade de 
cultivo e transfecção do tipo transiente (por apenas um período de tempo). As células foram 
cultivadas em meio Dulbeco’s Modifield Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de 
Soro Fetal Bovino (FBS), 1% m/v de antibióticos (penicilina e estreptomicina) e 0,37% de 
bicarbonato de sódio e mantidas em estufa úmida a 37°C e 5% de CO2.  
4.1.2. Cultura de células de fibroblastos 
 Para os ensaios de diferenciação de adipócitos, foi utilizada a linhagem de células de 
fibroblastos murinos BALB/3T3 (ATCC® CCL-163™). Essas células foram cultivadas em 
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 1% m/v de antibióticos 
(penicilina e estreptomicina) e 0,37% de bicarbonato de sódio, mantidas em estufa úmida à 5% 
de CO2 e 37°C. 
4.2. Plasmídeos 
Para os ensaios celulares, o plasmídeo de pBIND-PPARγ que codifica uma proteína 
quimera composta por DBD da Gal4 (Gal4-DBD) e a região LBD do PPARγ, com controle 
exercido por um promotor forte de citomegalovírus (CMV); o pLVIG-PPARγ com controle 
exercido pelo promotor UBIQ e codifica a proteína completa do PPARγ juntamente com a 
proteína Green Fluorescent Protein (GFP) e uma tag FLAG; o pGRE-LUC, o qual contém a 
sequência ativadora upstream da Gal4 seguida por um gene repórter de luciferase de vagalume 
(firefly); e o plasmídeo pRL-TL, o qual expressa constitutivamente luciferase de Renilla 
reniformis, utilizado como controle da eficiência de transfecção (vector normalization), são 
plasmídeos pertencentes ao laboratório no qual foram realizados os experimentos (LEC- 
Laboratório de Espectroscopia e Calorimetria – LNBio/CNPEM). 
Os plasmídeos de pSG5-Gal-NCoR e pSG5-Gal-SMRT codificam uma proteína 
quimera composta por DBD da Gal4 e a região dos IDs 1, 2 e 3 para NCoR, e IDs 1 e 2 para 
SMRT; o plasmídeo de PPARγ-VP16, é composto pela proteína quimérica da região LBD de 
PPARγ com o domínio de ativação do coativador VP16, esses plasmídeos foram gentilmente 
doados pela Dra. Albane Le Maire do Centre de Biochimie Structurale (CBS), pesquisadora 
visitante do laboratório onde foram realizados os experimentos. 
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O plasmídeo de pCDNA3-Cdk5, que codifica as proteínas Cdk5 e P35 foram 
gentilmente cedidos pelo professor Sang K. Park da Universidade de Ciência e tecnologia de 
Pohang. 
Para as transfecções in vitro, os plasmídeos foram transformados em células de 
Escherichia coli DH5α em meio Lysogeny Broth (LB) sólido com 50µg/mL de ampicilina em 
placas de petri e mantidos em estufa à 37°C por 16 horas. Posteriormente, seguindo as 
instruções do fabricante foi realizada a extração e purificação do DNA plasmidial através do 
kit de Maxiprep da QIAGEN®. 
4.3. Diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros 
O ensaio de diferenciação de adipócitos consiste em diferenciar pré-adipócitos (células 
de fibroblastos) em adipócitos maduros através do uso de um coquetel de diferenciação. Para 
esse ensaio, foi seguido o protocolo de diferenciação estabelecido pela ATCC®. As células 
BALB/3T3 (ATCC® CCL-163™) foram cultivadas em meio DMEM em 10% de FBS com 1% 
m/v de antibióticos (penicilina e estreptomicina) e 0,37% de bicarbonato de sódio e mantidas 
em estufa úmida a 37°C e 5% de CO2 até a confluência de 70%. As células foram contadas e 
adicionadas em placas de 6 poços com densidade de 2,8x105 células/poço e incubadas em estufa 
úmida a 37°C e 5% de CO2 por 48 horas ou até atingirem confluência de 100%. Após atingir a 
confluência, as células foram mantidas por mais 48 horas na estufa úmida.  
Após 48 horas, deu-se início ao processo de diferenciação com o uso do meio composto 
por: DMEM em 10% de FBS com 1% m/v de antibióticos (penicilina e estreptomicina), 1µM 
de dexametasona, 1µg/mL de insulina e 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX). Após 48 
horas, o meio de diferenciação foi aspirado e adicionado o meio de manutenção composto por: 
DMEM em 10% FBS com 1% m/v de antibióticos (penicilina e estreptomicina), 1µg/mL de 
insulina. A cada 48 horas o meio de manutenção foi trocado durante 7- 15 dias. No último dia 
o meio foi aspirado e as células foram coradas com Oil Red O, que é responsável pela coloração 
de lipídeos (0,3% em isopropanol 60%). As células foram lavadas com PBS 1X e fotografadas 
em microscópio Nikon MTS com aumento de 40x. Para a quantificação da coloração, as células 
foram lisadas com Igepal 4% em isopropanol e coletadas em microtubos para a leitura de 
absorbância. A absorbância foi mensurada em cubeta de quartzo 10 mm no comprimento de 
onda de 520 nm, no Espectrofotômetro da Jasco V-730. 
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4.4. Desenho de primers e construção de mutantes: 
4.4.1. Primers de PPARγ 
Os mutantes de PPARγ foram construídos com o objetivo de modificar o resíduo de 
serina 273 na região LBD para resíduos que sejam capazes de inibir ou mimetizar a fosforilação 
do receptor (Figura 16). Dessa forma, foram desenhados primers para a construção de mutantes 
capazes de mimetizar a fosforilação com a substituição de serina por ácido aspártico S273D: 
primer senso 5’ CTTGACAGGAAAGACAACAGACAAAG ATCCATTCGTTATCTATGA 
3’ e primer antisenso 5’ TCATAGATAACGAATGGATCTTTGTCTGTTGTCTTTCCTG 
TCAAG 3’. E de serina para ácido glutâmico S273E: primer senso 5’ CTTGACA 
GGAAAGACAACAGACAAAGAGCCATTCGTTATCTATGA 3’ e primer antisenso 5’ 
TCATAGATAACGAATGGCTCTTTGTCTGTTGTCTTTCCTGTCAAG 3’. E um mutante 
capaz de inibir a fosforilação substituindo a serina por alanina S273A: primer senso 5’ 
ATAGATAACGAATGGTGCTTTGTCTGTTGTCTT TCCT 3’ e primer antisenso 5’ 
AGGAAAGACAACAGACAAAGCACCATTCGTTATCTAT 3’. O primer para o mutante 
S273A foi uma cortesia do aluno Msc. Helder Ribeiro para a execução deste trabalho.  
 
Figura 16 Imagem representativa das mutações realizadas no sítio de serina 273 na região LBD do receptor. Serina 
modificada para a alanina (A), para inibir a mutação e modificações para ácido aspártico (D) ou ácido glutâmico (E) para 
mimetizar a serina fosforilada. Imagem adaptada de HSU E CHI 2014. 
A escolha dos aminoácidos para mutação se deve a estrutura que cada um apresenta. 
Estruturalmente a mutação para alanina (S273A) seria uma representação da proteína não 
fosforilada, por outro lado, as mutações para ácido aspártico e para ácido glutâmico (S273D e 
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S273E, respectivamente) foram realizadas por serem considerados aminoácidos 
fosfomiméticos, ou seja, que mimetizam, devido às suas semelhanças estruturais, uma proteína 
fosforilada constantemente. Resultado da carga negativa encontrada tanto no ácido aspártico 
quanto no ácido glutâmico que mimetiza o grupamento fosfato, presente na serina quando esta 
se encontra fosforilada (DISSMEYER N., SCHNITTGER A., 2011).  
Para cada ensaio foi utilizado um vetor específico referente a cada finalidade. Para os 
ensaios de transativação do receptor foi utilizado o plasmídeo de pBIND-PPARγ com somente 
o domínio LBD (207-476 aa) fusionado à β-galactosidase, para os ensaios de duplo-híbrido foi 
utilizado PPARγ-VP16 com somente domínio LBD do PPARγ (207-476 aa) fusionado ao 
coativador VP16 e para os ensaios de imunoprecipitação, o pLVIG-PPARγ com o receptor 
completo fusionado a tag FLAG. 
4.4.2. Primers de correpressores 
Nos ensaios de duplo-híbrido para avaliar a importância de cada IDs dos correpressores 
foram utilizados os plasmídeos de pSG5-Gal-NCoR e SMRT para a construção dos mutantes 
de cada um dos IDs a fim de inativá-los. O motivo IXX(V/I) de cada ID sofreu a substituição 
dos resíduos de isoleucina ou valina para alanina, causando a inativação, conforme esquema da 
Figura 17.  
 
Figura 17 Representação gráfica das mutações realizadas em cada ID dos correpressores a fim de se obter um ID inativo. Em 
NCoR a isoleucina foi modificada para a alanina e em SMRT, isoleucina e valina foram modificadas para alanina. 
Os correpressores NCoR (1629-2453 aa) e SMRT (982- 2517 aa) fusionados à β-
galactosidase e com os IDs 1, 2 mutados foram cortesia da Dra. Albane Le Maire, somente 
sendo construída a mutação para o ID 3 de NCoR com uso de primer específico para a inserção 
da mutação, a qual foi realizada com o primer senso 5’ CAGCTAACTTCATAGACGT 
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GGCCGCCACCCGGCAAATTGCCTCGG 3’ e primer antisenso 5’ CCGAGGCAATTTG 
CCGGGTGGCGGCCACGTCTATGAAGTTAGCTG 3’. 
4.4.3. Primers para quantificação dos IDs dos correpressores por qPCR 
 Através do uso de softwares online como Ensembl e Primer 3 os primers para verificar 
em qPCR a expressão de cada ID dos correpressores NCoR e SMRT foram construídos de 
acordo com a sequência da tabela abaixo: 
Tabela 1 Sequência de primers para a quantificação dos IDs dos correpressores 
Primer Sequência senso Sequência anti-senso 
ID1 NCoR ATCATTATCGGTCCCAGCAG TGCGAGGGAACTTGATTTCT 
ID2 NCoR CAATCTGCCAGCAGTTACCA CCCATGAGAGCCTTTCTGAT 
ID3 NCoR GGAACGTGGCTCTCAAAGTT ATGGCATCACTAGCCGTTTC 
ID1 SMRT CATCTAGCCCACTCCTCCAG GCGTGTAGTCCTGCGTAATG 
ID2 SMRT CTGGGACGGAAATCTTCAAC CCTCTAGCCCCATGTTGGT 
ID3 SMRT TAATCACGCGTCAAATTGCT GCTGTAGCCAGCTCCACTGT 
4.5. Extração de RNA de pré-adipócitos e adipócitos 
 O RNA foi extraído das células utilizando o reagente TRIzol™ (Invitrogen™) seguindo 
as instruções do fabricante. Após o cultivo das células em placas de 6 poços, o meio de cultura 
foi removido e adicionado 350µL de TRIzol™ para cada 1x107 células. Com auxílio de um 
raspador de células (scraper) as células foram removidas do poço e pipetadas juntamente com 
o TRIzol™ para um microtubo de centrífuga. No microtubo foi adicionado 0,2mL de 
clorofórmio para cada 1mL de TRIzol™, os microtubos foram incubados em temperatura 
ambiente por 3 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12500 rpm durante 20 
minutos à 4 °C para a separação das fases de RNA, DNA e proteína. O RNA presente na fase 
aquosa foi isolado em novo microtubo e precipitado com a adição de 0,5mL de álcool 
isopropílico gelado para cada 1mL de TRIzol™. O microtubos foram incubados overnight à -
20°C. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 13500 rpm durante 20 minutos à 4 
°C, após a centrifugação o sobrenadante foi removido e foram realizadas duas lavagens 
adicionando 500µL de etanol 70% gelado ao sedimento e centrifugando novamente a 13500 
rpm durante 20 minutos à 4 °C. O sobrenadante foi removido e os tubos foram deixados para 
secar à temperatura ambiente durante 5 minutos. Adicionou-se 20uL de água ultrapura para 
ressuspender o RNA. A qualidade do RNA foi determinada com o espectrofotômetro Nanodrop 
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2000 (ThermoScientic). Uma relação de ODnm260/280 entre 1,8-2,0 indica boa qualidade de 
RNA e ausência de contaminação por proteína ou fenol. 
4.6.  Reações de PCR para realização dos ensaios 
4.6.1. Construção e confirmação das mutações através de reações de PCR 
A reação de PCR de mutagênese foi preparada com base no protocolo do kit de 
mutagênese QuikChange II® (Agilent®), utilizando um mix contendo 1x Buffer para Enzima 
Pfu II, 0,2mM dNTP, 50ng de DNA, 75ng de primer senso, 75ng de primer antisenso, Quik 
solution 1,2µl (solução do kit de mutagênese Agilent), 0,5uL da enzima Pfu II e H2O para 
volume final de 20µL. Após o preparo foi utilizado o ciclo de 1 etapa à 95° C por 1 minuto, 
repetição de 18 etapas à 95°C por 50 segundos, 58°C por 50 segundos e 68°C por 7 minutos e 
a última etapa à 68°C por 7 minutos. Após a amplificação, o molde de DNA utilizado na PCR 
foi digerido pela enzima DpnI por 1 hora à 37°C. 
Após, foi feita a transformação do produto da digestão em células competentes de E. 
coli DH5α plaqueadas em meio sólido de Lysogeny Broth (LB) com 50µg/mL de ampicilina, 
as colônias foram retiradas do meio e passadas individualmente para 5mL de meio LB líquido, 
também com ampicilina, onde ficaram incubadas overnight à agitação de 200 rpm à 37º C. 
Dessa cultura foram separados 500µL em microtubo de centrífuga e incubado por 5 minutos à 
95ºC em banho seco. Após, o microtubo foi centrifugado à 12500 rpm por 1 minuto. Do 
sobrenadante, foram separados 5µL para serem utilizados como DNA molde da PCR de 
colônia. Para esta reação foi preparado um mix contendo 0,8x Buffer para enzima Taq, 1µL da 
enzima Taq (purificada no próprio laboratório e doada gentilmente pelo Dr. Douglas 
Adamoski), 0,08mM de dNTP, 5µL do DNA molde, 0,1µM de primer senso, 0,1µM de primer 
antisenso, 1mM de MgCl2 e H2O para volume final de 25uL. 
Para essa reação, foi utilizado o ciclo de temperatura com 1 etapa à 95°C por 3 minutos, 
35 repetições à 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos, e por 
último 1 etapa de 73°C por 10 minutos. Para a confirmação do inserto nas colônias, foi 
preparado um gel de agarose 1% para os mutantes de PPARγ (816 pb) e NCoR (4374 pb), foi 
realizado também a quantificação em Nanodrop™ 2000 e sequenciamento das amostras. 
4.6.2. Reação de Transcriptase Reversa (RT-PCR) para produção de cDNA 
 A reação de Transcriptase Reversa seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-
PCR) foi realizada para a síntese de cDNA utilizando o mRNA extraído das células de 
adipócitos e pré-adipócitos. Seguindo o protocolo do fabricante do kit High-Capacity cDNA 
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Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™) preparou-se um master mix composto de 
2X RT Buffer, 2X dNTP mix, 2X RT Random Primers, 1X MultiScribe™ Reverse 
Transcriptase, 1X inibidor de RNase e H2O livre de nuclease para completar 10µL de reação. 
Em microtubos, pipetou-se 10µL deste master mix juntamente com 10 µL de RNA extraído. 
Para a reação, foi realizado o ciclo de 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85° por 5 
minutos e mantido à 4°C. 
4.6.3. Quantificação da expressão de cada ID dos correpressores por qPCR 
 A técnica de PCR quantitativo (qPCR) foi amplamente utilizada para detectar o nível de 
expressão dos IDs dos correpressores. Seguindo o protocolo do fabricante do reagente SYBR™ 
Green Master Mix, para cada ID foi preparada uma reação de qPCR composta de 1x SYBR 
Green master mix, 0,1 mM de primer senso, 0,1 mM de primer anti senso, 100-200 ng de cDNA 
e H2O livre de nuclease para completar o volume final de 12uL. A reação ocorreu com o ciclo 
de 10minutos à 95°C, repetição de 40 ciclos de 15 segundos à 95°C e 1 minuto à 60°C, seguidos 
de 15 segundos à 95°C, 1 minuto à 60°C e 15 segundos à 95°C. A quantificação de mRNA foi 
calculada com base no método de ΔCt de cada ID comparada ao gene de β-actina, que foi 
utilizado como gene de referência endógeno. 
4.7. Transfecção celular com JetPEI®: 
O reagente de transfecção JetPEI® da PolyPlus Transfection® é amplamente utilizado 
para o transporte do DNA para o interior da célula devido a sua alta performance, eficiência de 
transfecção e níveis de expressão em vários tipos de célula. O princípio do método é a formação 
de um complexo em volta do DNA, tornando-o carregado positivamente. Em contato com a 
superfície celular, mais especificamente com os proteoglicanos aniônicos, o DNA será 
introduzido para o interior da célula através da endocitose. Seguindo as indicações do 
fabricante, foram utilizadas 1x105 células por poço em placas de 24 poços, incubadas por 24 
horas para alcançar confluência de 50-70% e então foi realizada a transfecção. Um mix foi 
preparado com
 
400ng de cada DNA e JetPEI® na proporção de 3:1 (JetPEI®/DNA) e NaCl
 
150mM para volume final de 100µL, o mix foi misturado e incubado em temperatura ambiente 
por 15 minutos. Após a incubação, em cada poço foi pipetado 100µL da reação de mix. 
4.8. Ensaio de Transativação por gene repórter de luciferase em placas de 24 poços: 
O ensaio de transativação por gene repórter de luciferase tem como objetivo avaliar a 
ativação da proteína de interesse em determinadas condições (Figura 18). Neste caso, o ensaio 
foi realizado em células 293T com transfecção transiente (por um período de tempo) de três 
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plasmídeos, o primeiro, o pBIND-PPARγ, o segundo plasmídeo, pGRE-LUC, e um terceiro 
plasmídeo pRL-TL. Após 4 horas de transfecção, foi adicionado 1µM de Rosiglitazona, ligante 
sintético e agonista de PPARγ, que ao ativar o receptor irá estimular a transcrição do gene de 
luciferase. Assim, a produção de luciferase é mensurada após 24 horas de incubação com o 
ligante, através da utilização do kit da Promega - Dual-Luciferase® Reporter Assay System que 
contém os devidos substratos, realizando a leitura da luminescência de acordo com as 
indicações do fabricante. A leitura foi realizada no leitor de placas GloMax®-Multi Detection 
System. 
 
Figura 18 Ensaio de transativação de PPARγ. a) Plasmídeo contendo o domínio LBD do PPARγ quimérico ao domínio DBD 
de β-Galactosidase. b) Elemento responsivo de β-Galactosidase (GRE) contendo o gene repórter de Luciferase de vagalume 
(firefly) c) Luciferase de Renilla reniformis como controle da transfecção. d) Transfecção dos plasmídeos dentro da célula 
293T e adição do agonista Rosiglitazona (representado pelo desenho em vermelho) para ativar o receptor. A ativação é 
mensurada através dos sinais da degradação dos substratos de Luciferase de firefly e de Renilla, pois quando o PPARγ é 
ativado através da presença do ligante, ele se liga no elemento responsivo de Gal (GRE) o que induz a produção de luciferase. 
4.9. Ensaio com sistema duplo-híbrido em célula animal:  
O sistema de duplo-híbrido visa avaliar a interação entre duas proteínas em um sistema 
biológico. Para isso, uma das proteínas é fusionada ao domínio de ligação ao DNA e outra ao 
domínio de ativação. Mais especificamente, para estes ensaios foram usados os plasmídeos com 
o sistema de duplo-híbrido com correpressores pSG5-Gal-NCoR ou SMRT fusionados com o 
domínio de ligação ao DNA – conhecido por DBD (DNA binding domain) de β-Galactosidase 
(Gal4) e PPARγ-VP16, no qual o PPARγ está fusionado ao domínio de ativação do coativador 
VP16. Para completar o sistema, também foram utilizados os plasmídeos pGRE-LUC e pRL-
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TL (Figura 19). O ensaio de duplo-hibrido foi utilizado para caracterizar a interação entre 
PPARγ e os correpressores selvagens bem como os mutantes de PPARγ e as construções de 
diferentes IDs dos CoRs. 
 
Figura 19 Ensaio de duplo-híbrido em mamífero para verificar a interação entre PPARγ e CoRs. a) Plasmídeo de PPARγ 
fusionado ao domínio de ativação do coativador VP16. b) Plasmídeo de CoRs fusionados com o domínio de ligação ao DBD 
de β-Galactosidase (Gal4). c) Plasmídeo do elemento responsivo de β-Galactosidase (GRE) contendo o gene repórter de 
Luciferase de vagalume (firefly). d) Luciferase de Renilla como controle da transfecção. e) Transfecção transiente dos quatro 
plasmídeos para analisar a interação entre as duas proteínas. Caso o PPARγ tenha interação com os correpressores NCoR 
ou SMRT o sistema de duplo-híbrido se completa através do reconhecimento do elemento responsivo de Gal4 e 
consequentemente produz luciferase, que será mensurada através de kit. Imagem baseada em LUO et al., 1997; SCHAGAT 
et al., 2007 
O ensaio foi realizado em células 293T as quais foram transfectadas conforme descrito 
anteriormente no item 4.7. A interação entre as duas proteínas é avaliada de acordo com a 
produção da luciferase de firefly, na presença e ausência de 1µM do ligante Rosiglitazona que 
é adicionado após 4 horas da transfecção e incubado por 24 horas. As luciferases (firefly e 
Renilla) são mensuradas através da utilização do kit da Promega - Dual-Luciferase® Reporter 
Assay System contendo os devidos substratos, seguindo as indicações do fabricante. A leitura 
da luminescência foi realizada no leitor de placas GloMax®-Multi Detection System. 
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4.10. Expressão e purificação de proteínas 
4.10.1. Expressão e purificação de PPARγ  
 A etapa de expressão e purificação do plasmídeo de PPARγ foi realizada em 
colaboração pelo Msc. Helder Ribeiro. Assim o vetor contendo somente a região LBD do 
receptor, foi inserido em células de E. coli linhagem BL21(DE3), através da transformação por 
choque térmico (30 minutos em gelo – 1minuto a 42°C – 1 minuto em gelo). As células foram 
cultivadas em meio LB com Canamicina (50 µg/mL) na temperatura de 22˚C até atingir a 
OD600nm de 0,8. Após atingir a OD desejada, foi feita a indução com 0,5 mM de β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) por 16h à 200 rpm.  
 Para o isolamento das bactérias e formação do sedimento, após a expressão, a cultura 
foi centrifugada por 20 minutos a 16000 rcf, 4°C. Após a centrifugação, o sedimento foi 
ressupendido em tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 300 mM NaCl, 5% glicerol, 2 mM 
β-mercaptoetanol, 100 mM PMSF e 80 µg/ml lisozima). O extrato foi mantido em gelo durante 
1h e, posteriormente sonicado durante 10 minutos em amplitude de 35% com pulsações de 10 
segundos e pausas de 10 segundos entre cada pulso. A separação da fração solúvel foi obtida 
por centrifugação a 36000 rcf durante 40 min a 4 °C. 
 O sedimento foi descartado e a fração solúvel seguiu para a etapa de purificação com a 
técnica de cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) usando a resina 
Talon Superflow (Clontech). A fração solúvel foi incubada durante 1h a 4 °C com a resina, na 
proporção de 1 mL de resina para cada litro de cultura. Após o período de incubação, a fração 
solúvel, juntamente com a resina, foram colocados em uma coluna de plástico PoliPrep (Biorad) 
para coleta do “flow-through”. Posteriormente, foram realizadas lavagens com tampão de 
lavagem (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 300 mM NaCl, 5% glicerol, 5 mM imidazol e 2mM β-
mercaptoetanol). Finalmente, o PPARγ foi eluído utilizando tampão de eluição (50 mM Tris-
HCl pH 8,0, 300 mM NaCl, 5% glicerol, 300 mM imidazol e 2mM β-mercaptoetanol).  
 A amostra de eluição foi então submetida a uma segunda etapa de purificação, dessa vez 
pela técnica de gel filtração analítica. A amostra foi injetada com fluxo de 0,3 mL/min em uma 
coluna de gel filtração Superdex 75 (16/60), acoplada a um sistema cromatográfico utilizando 
o equipamento AKTA Purifier (GE). A coluna foi equilibrada previamente com tampão (Tris 
20mM pH = 7,5, NaCl 150 mM, 5% de glicerol e 2 mM de DTT) e a eluição isocrática foi 
realizada com 1,2 volumes de coluna. O rendimento final médio após processo de purificação 
foi de 20 mg de proteína para cada litro de cultura. 
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4.10.2.  Expressão e purificação de NCoR 
 A etapa de expressão e purificação do plasmídeo de NCoR foi realizada em colaboração 
pela Msc. Tabata Renée Doratioto. Assim, o plasmídeo contendo o inserto de NCoR foi 
transformado em bactérias E. coli, linhagem BL21 (DE3), por meio de choque térmico (30 
minutos em gelo – 1minuto a 42°C – 1 minuto em gelo). As células foram cultivadas em meio 
LB com Ampicilina (50µg/mL) na temperatura de 22˚C até se atingir a OD600nm entre 0,8 e 1. 
Após a cultura atingir a OD600nm desejada, as células foram induzidas com 1 mM de β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) e 10uM de ZnCl2, por cerca de 16h a 200 rpm.  
 Para o isolamento das bactérias, após a expressão, a cultura foi centrifugada por 20 
minutos a 8000 rpm, 4°C para a formação do sedimento. Após a centrifugação, foi realizada a 
etapa de lise, na qual as bactérias foram ressuspendidas em tampão contendo 20mM de Tris 
(pH=7,5), 300mM de NaCl, 5% de glicerol, 2mM de β-Mercaptoetanol, 100uM de PMSF, 
utilizando 20mL de tampão para cada litro de cultura. O extrato foi incubado com lisozima, na 
proporção de 80µg para cada mL de tampão, por cerca de 1h e posteriormente, a solução foi 
sonicada durante 10 minutos, em amplitude de 35%, com pulsações de duração de 10 segundos 
e pausas de 5 segundos entre cada pulso. Toda a etapa de lise foi realizada em banho de gelo.  
 A separação da fração solúvel foi obtida por centrifugação a 36000 rcf durante 40 min 
a 4 °C. O sedimento foi descartado e a fração solúvel seguiu para a etapa de purificação com a 
técnica de cromatografia de afinidade. Para NCoR a purificação foi feita em FPLC-GE 
Healthcare (4°C) em coluna HiTrap Chelanting 5mL HP-GE Healthcare. Todo o processo de 
equilíbrio, injeção da amostra, lavagem e eluição foi realizado a 1mL/min. O equilíbrio da 
coluna foi feito com 2% de tampão contendo 20mM de Tris (pH=7,5), 300mM de NaCl, 5% de 
glicerol, 2mM de β-Mercaptoetanol, 500mM de Imidazol; a injeção da amostra foi feita em 
tampão contendo 20mM de Tris (pH=7,5), 300mM de NaCl, 5% de glicerol, 2mM de β-
mercaptoetanol; e a eluição foi feita em gradiente linear de 30 volumes de coluna, até que 
chegasse a 100%.  
4.11. Análise de atividade da enzima Cdk5 
 A análise de atividade de enzimas quinases, no caso, especificamente da enzima quinase 
dependente de ciclina (Cdk5), tem como objetivo mensurar a atividade da enzima através do 
sistema de detecção de ADP. Para este ensaio foi utilizado o kit ADP-Glo™ Kinase Assay da 
Promega, seguindo o protocolo do fabricante. Em resumo, o ensaio consiste no preparo da 
reação de quinase que é composta de: substrato de Cdk5 (PPARγ), ATP e enzima Cdk5. A 
enzima Cdk5, que é responsável por fosforilar o PPARγ, irá consumir o fosfato do ATP 
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resultando em ADP e PPARγ fosforilado. Primeiramente foram incubadas 250 µM de cada uma 
das proteínas recombinantes de PPARγ e NCoR por 30 minutos à 4°C. Após a incubação, foi 
adicionada à reação de quinase o reagente ADP-Glo™ Reagent, responsável pela depleção de 
ATP remanescente não consumido na reação de quinase, sendo incubado por mais 40 minutos. 
Logo após, foi adicionado o segundo reagente do kit, Kinase Detection Reagent, que converte 
ADP em ATP. Este ATP, por sua vez, é convertido em luz que é mensurada no luminômetro 
ClarioStar. 
4.12. Imunoprecipitação de PPARγ_FLAG 
 A imunoprecipitação é uma técnica de purificação de proteínas a partir de uma interação 
específica. Neste caso, o plasmídeo de PPARγ contendo a tag FLAG foi transfectado e expresso 
pela célula 293T. Após a transfecção, em condições estabelecidas de acordo com o interesse 
proposto, as células foram lisadas e o extrato formado a partir deste passo foi incubado com 
uma resina de agarose ligada covalentemente ao anticorpo monoclonal de anti-FLAG. Assim, 
separando a proteína de interesse das demais proteínas expressas pela célula. Após as lavagens 
e a retirada das proteínas que não são de interesse, a resina é incubada com peptídeo que contém 
a tag FLAG repetida três vezes, o que compete através da afinidade, com a proteína de interesse 
pela ligação à resina anti-FLAG, isolando a proteína, no caso o PPARγ. 
 
Figura 20 Esquema ilustrando a construção do plasmídeo de PPARγ fusionado a tag FLAG e a presença do gene que codifica 
a proteína Green fluorescent protein (GFP) que será utilizado como confirmação da transfecção através do espectro de luz 
visível fluorescente. 
4.13. Western Blotting de PPARγ e análise da fosforilação  
 Para verificar o estado de fosforilação de PPARγ, foi utilizada a técnica de Western 
Blotting que consiste em: separar as proteínas por tamanho através do gel de SDS-PAGE, a 
transferência dessas proteínas do gel para uma membrana de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno 
– ideal para Western-Blotting quimioluminescente) e por último, a identificação da proteína 
alvo através de anticorpos específicos.  
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 Assim, após a corrida no gel de SDS das amostras imunoprecipitadas, as proteínas foram 
transferidas para a membrana de PVDF pelo método semi-seco e bloqueadas com solução 
contendo BSA 3% por 1 hora à temperatura ambiente ou overnight a 4°C a fim de evitar reações 
inespecíficas. A incubação com o anticorpo primário diluído 1: 1000 em BSA 3%; foi realizada 
de acordo com cada anticorpo utilizado, seguindo o manual do fabricante. Para os ensaios foram 
utilizados os anticorpos primários: Anti-Substrato de Cdk5 (p-Ser –9477S– Cell Signalling 
Technology) e Anti-Flag monoclonal (F1804- Sigma Aldrich). Após a incubação a membrana 
foi lavada três vezes durante 10 minutos com solução de lavagem contendo 150mM de NaCl, 
20mM de Tris e 0,1% de Tween 20 pH = 6,3 (para o anticorpo Anti-Flag a solução não continha 
Tween 20). E na sequência, a membrana foi incubada por 1 hora sob leve agitação a temperatura 
ambiente com o anticorpo secundário diluído 1:5000 em BSA 3% Anti-mouse, para o anticorpo 
primário Anti-flag e 1:10000 em BSA 3% Anti-rabbit para o primário Anti-Substrato de Cdk5. 
Para realizar a revelação, o excesso de anticorpo secundário foi retirado lavando-se três vezes 
a membrana com a solução de lavagem por 10 minutos e a revelação foi realizada através da 
reação de peroxidase utilizando-se o kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection 
Reagent®- GE. 
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5. RESULTADOS 
5.1. Construção de mutantes para ensaios celulares 
5.1.1. Mutantes de PPARγ: 
Para os ensaios celulares de ativação do receptor (transativação), interação entre 
proteínas (duplo-híbrido em mamífero) e detecção de fosforilação (Western Blotting), foram 
realizadas mutações em 3 plasmídeos diferentes contendo a sequência de PPARγ, na qual o 
resíduo de serina 273 foi substituído por alanina (que mimetiza a inibição da fosforilação) ou 
por ácido aspártico/glutâmico (fosfomiméticos). Os resultados apresentados abaixo são 
referentes ao sequenciamento das mutações de PPARγ para confirmação da substituição do 
aminoácido. 
• Plasmídeo: pBIND-PPARγ para uso em ensaios de transativação do 
receptor: 
 
Figura 21 Imagem do resultado do sequenciamento do plasmídeo pBIND-PPARγ das construções dos mutantes analisada pelo 
software Geneious versão 4.8.5. (a) Mutação de pBIND-PPARγ S273A (b) Mutação de pBIND-PPARγ S273D (c) Mutação de 
pBIND-PPARγ S273E. 
• Plasmídeo: PPARγ-VP16 para uso em ensaios de duplo-híbrido em 
mamífero: 
 
Figura 22 Imagem do resultado do sequenciamento do plasmídeo PPARγ-VP16 das construções dos mutantes analisada pelo 
software Geneious versão 4.8.5. (a) Mutação de PPARγ-VP16 S273A (b) Mutação de PPARγ-VP16 S273D (c) Mutação de 
PPARγ-VP16 S273E. 
• Plasmídeo: pLVIG-PPARγ para uso em ensaios de Imunoprecipitação: 
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Figura 23 Imagem do resultado do sequenciamento do plasmídeo pLVIG-PPARγ das construções dos mutantes analisada pelo 
software Geneious versão 4.8.5. (a) Mutação de pLVIG-PPARγ S273A (b) Mutação de pLVIG-PPARγ S273D (c) Mutação de 
pLVIG-PPARγ S273E. 
De acordo com os eletroferogramas (Figura 21, Figura 22 e Figura 23) dos 
sequenciamentos, foi possível observar para os três plasmídeos (pBIND-PPARγ, PPARγ-VP16 
e pLVIG-PPARγ) e confirmar que em a) houve a substituição do resíduo de serina por alanina 
(S273A), a qual inibe estruturalmente a fosforilação do receptor. Em b) e em c) a substituição 
do resíduo de serina por ácido glutâmico (S273D) ou ácido aspártico (S273E), que mimetizam 
o receptor constantemente fosforilado. 
5.1.2. Mutantes de correpressores: 
As mutações realizadas com os correpressores tiveram como finalidade o seu uso nos 
ensaios de sistema duplo-híbrido em mamífero e, conforme descrito anteriormente, as 
construções das mutações dos IDs 1 e 2 de NCoR e SMRT estavam prontas, apenas sendo 
necessário o sequenciamento para confirmação das mutações. Para o ID 3 de NCoR a 
construção da mutação foi realizada no próprio laboratório. 
 
Figura 24 Imagem do eletroferograma como resultado do sequenciamento dos mutantes de correpressores, NCoR e SMRT. a) 
Mutação do ID1 de NCoR com substituição dos resíduos de isoleucina por alanina. b) Mutação do ID2 de NCoR com 
modificação também dos resíduos de isoleucina por alanina. c) Mutação do ID3 de NCoR com modificação de isoleucina por 
alanina. d) Mutação do ID1 de SMRT com substituição dos resíduos de valina e isoleucina por alanina. e) Mutação do ID2 de 
SMRT com modificação do resíduo de isoleucina por alanina. Imagens obtidas através do software de análise de 
sequenciamento Geneious 4.8.5. 
De acordo com o eletroferograma (Figura 24), pode-se observar que para NCoR em a), 
b) e c) a mutação que substitui o resíduo de isoleucina por alanina foi inserida, tendo como 
função a inativação do respectivo ID, deixando outros dois IDs ativos. Para SMRT, observa-se 
em d) que os resíduos de valina e isoleucina foram modificados para alanina assim como em 
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e), no qual houve substituição dos resíduos de isoleucina por alanina, concluindo a inativação 
dos IDs. Dessa forma, em SMRT a inativação de um ID deixa apenas o outro ID ativo. 
5.2.  Escolha das isoformas de correpressores para avaliação da interação com PPARγ 
 De acordo com a literatura, devido ao splicing alternativo existem diversas isoformas 
tanto de SMRT quanto de NCoR, que se diferenciam também pela quantidade de IDs, os quais 
são capazes de induzir a diferentes respostas no metabolismo (GOODSON et al., 2011; 
MENGELING et al., 2012). Assim, decidiu-se por quantificar a expressão de cada ID a fim de 
avaliar qual isoforma seria a ideal para a utilização nos ensaios durante o desenvolvimento do 
trabalho. Dessa forma, a quantificação foi realizada em células de pré-adipocitos em 
comparação com adipócitos maduros (experimentos de diferenciação apresentados no item 
12.1). 
 
Figura 25 Ensaio de qPCR para a quantificação de cada ID de NCoR presente no mRNA de pré-adipócitos e adipócitos 
maduros. A expressão em pré-adipócitos se mostra equivalente entre os IDs enquanto em adipócitos maduros prevalece a 
expressão do mRNA do ID3. Resultados apresentados em média ± SEM em triplicata biológica com n=9. ANOVA de duas-
vias para gráfico com correções de múltiplas comparações através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001). 
 Na quantificação feita para cada um dos IDs de NCoR, apresentada na Figura 25, foi 
observado que em pré-adipócitos a expressão dos três IDs do correpressor se mostra 
equivalente, ou seja, neste estágio celular a quantidade de mRNA de cada ID não apresenta 
diferença significativa entre eles (expressão relativa de 4,67 para ID1, 5,33 para ID2 e 5,18 para 
ID3). 
 Porém, quando foi analisada a expressão em adipócitos maduros (Figura 25), houve a 
maior expressão do ID3 de NCoR (4,22), quando comparada com o ID1 (2,90). A expressão do 
ID2 (3,6) não apresentou diferença significativa entre os outros dois IDs. Considerando-se o 
fato de que a diferenciação de pré adipócitos em adipócitos maduros foi realizada com o 
coquetel de diferenciação, o qual contém dexametasona, que é responsável, dentre outros 
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papeis, por induzir a produção de isoformas de correpressores que contenham o terceiro ID e 
assim, induzindo ao perfil anti-adipogênico (SNYDER et al., 2015), esperava-se que em 
adipócitos maduros a expressão deste ID seria superior aos demais. 
 Para SMRT, a mesma quantificação foi realizada, porém, pode-se perceber que no 
mRNA de pré-adipócitos existe diferença na expressão de cada ID. 
 
Figura 26 Ensaio de qPCR para a quantificação de cada ID de SMRT presente no mRNA de pré-adipócitos e adipócitos 
maduros. Em pré-adipócitos o ID1 é o menos expresso comparado aos IDs 2 e 3. Enquanto em adipócitos maduros o ID3 é o 
mais expresso seguido do ID2 e por ultimo o ID1 que é o menos expresso. Resultados apresentados em média ± SEM em 
triplicata biológica com n=9. ANOVA de duas-vias para gráfico com correções de múltiplas comparações através de 
Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001). 
 De acordo com o resultado apresentado na Figura 26, é observado que o ID1 é menos 
expresso (5,65) quando comparado com os IDs 2 e 3 (8,02 e 8,27 respectivamente), e a 
expressão entre o ID2 e ID3 não há diferença significativa. 
 A expressão verificada em adipócitos maduros (Figura 26) também mostra que para 
SMRT o ID1 é o menos expresso (4,88). Porém, também há diferença entre a expressão dos 
IDs 2 e 3, na qual o ID2 aparece menos expresso (6,57) que o ID3 (8,13). A diferença observada 
entre a expressão dos IDs 1, 2 e 3, com prevalência do terceiro ID, também se deve ao mesmo 
efeito visto para NCoR, na qual a presença da dexametasona na diferenciação de pré-adipócitos 
em adipócitos maduros induz a expressão deste ID (SNYDER et al., 2015). 
 Visto que a expressão dos IDs em adipócitos maduros é influenciada pela presença de 
compostos do coquetel de diferenciação, optou-se por basear a escolha das isoformas na 
expressão observada em pré-adipócitos. Assim, foi decidido seguir com a isoforma que contém 
os três IDs de NCoR, pois, a expressão entre os IDs deste correpressor não apresentou nenhuma 
diferença significativa e diversos estudos já demonstraram a importância do terceiro ID na 
indução a respostas anti-adipôgenicas, enquanto a isoforma com apenas dois IDs está 
relacionado a respostas pró-adipogênicas (GOODSON et al., 2011). 
Ex
pr
es
sã
o 
re
la
tiv
a 
de
 m
RN
A
/
-a
ct
in
a ****
****
****
****
****
52 
 
 
 Para SMRT decidiu-se utilizar a isoforma com apenas dois dos IDs (1 e 2) pois, para 
este correpressor ainda não está claro se a presença do terceiro ID pode influenciar em alguma 
resposta desejada ou não, e a expressão entre o ID2 e ID3 não apresentou diferença signifivativa 
em pré-adipócitos (Figura 26), apenas quando houve a indução da expressão pela presença da 
dexamentasona. 
 Assim, estabelecidas as isoformas a serem utilizadas e com todas as mutações 
construídas, deu-se inicio à investigação da interação entre os mecanismos de fosforilação do 
receptor e os correpressores. 
5.3. A ativação do receptor é diferenciada na presença de fosforilação. 
Apesar dos diversos estudos que já foram realizados com PPARγ, ainda não estava claro 
a resposta de ativação do receptor diante de sua fosforilação no sítio de S273. Mesmo sabendo 
que a fosforilação não altera a ocupância do PPARγ na cromatina, a primeira questão levantada 
foi em relação a capacidade da fosforilação em alterar a ativação do receptor. Assim, este ensaio 
foi realizado comparando a ativação da linhagem selvagem com a das mutações S273A, S273D 
e S273E e ainda, na presença da enzima Cdk5, responsável por fosforilar a S273. Esta análise 
foi realizada em 8 ensaios em triplicatas biológicas (n=24), nas quais o PPARγ se liga ao 
domínio de ativação de Gal4 e é ativado na presença de 1µM de Rosiglitazona, o que eleva a 
taxas de expressão de luciferase a qual é medida no ensaio (Figura 27). 
Através do ensaio realizado com os mutantes foi possível avaliar a ativação do receptor 
na presença ou ausência da fosforilação em S273. Além disso, conforme descrito anteriormente, 
a Cdk5 é responsável por fosforilar o PPARγ, sendo assim, também transfectamos esta enzima 
no sistema utilizado para o PPARγ, a fim de verificar se a superexpressão da quinase 
proporciona os mesmos resultados observados com os mutantes fosfomiméticos. 
Ao analisar os resultados de ativação (na presença do ligante) do PPARγ (wt) e mutantes 
com relação ao sinal de ativação basal (sem tratamento) na Figura 27a, foi possível observar 
para o PPARγ selvagem e S273A, que o receptor foi ativado 127 e 180 vezes, respectivamente. 
Esta ativação foi maior que a encontrada para os mutantes S273D (82 vezes), S273E (70 vezes) 
e para a condição PPARγ+Cdk5 (57 vezes). Deste resultado é possível tirar duas conclusões: 
(i) os mutantes fosfomiméticos apresentaram um resultado próximo ao observado para o PPARγ 
(wt) na presença de Cdk5 (PPARγ+Cdk5), corroborando o uso dos mutantes para mimetizar 
situações de fosforilação de PPARγ; e (ii) a fosforilação (mutantes S273D e S273E e a condição 
com Cdk5) reduz a ativação do receptor, quando comparada ao mutante S273A e ao PPARγ 
selvagem. 
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Figura 27 Ensaio de transativação para avaliar a ativação do PPARγ na ausência e na presença do ligante Rosiglitazona. (a) 
Vezes de ativação do PPARγ selvagem (PPARγ) comparado à inibição da fosforilação (S273A) ou aos fosfomiméticos (S273D 
e S273E), ou ainda à fosforilação da serina 273 induzida pela presença da Cdk5 (PPARγ + Cdk5) na presença de 1uM de 
Rosiglitazona. Os valores de atividade na presença do ligante (x vezes) foram calculados normalizando a condição com ligante 
pela basal. (b) e (c) Recortes do gráfico indicando vezes de ativação do receptor selvagem e seus mutantes na ausência em (b) 
e presença em (c) de 1uM de Rosiglitazona. Resultados apresentados em média ± SEM em triplicata biológica, dados de 8 
experimentos independentes realizados em triplicata. ANOVA de duas-vias para gráfico (a) e ANOVA uma-via para (b) e (c) 
com correções de múltiplas comparações através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001).  
Ainda, comparando os valores da ativação na presença do ligante (x vezes) com relação 
a atividade basal de cada condição (Figura 27a), pode-se observar que a ativação dos mutantes 
e PPARγ+Cdk5 (S273A - 90,2 vezes, S273D - 110,5 vezes, S273E - 106 vezes e PPARγ + 
Cdk5 - 99,7 vezes), se manteve constante quando comparada com a ativação do receptor 
selvagem (114,9 vezes). Isso indica que a ação da Rosiglitazona independe do estado de 
fosforilação do receptor, e que as diferenças observadas são decorrentes de alterações na 
ativação basal (sem ligante) de cada condição. Sugerindo que a alteração na ativação de S273A 
pode ser relativa à maior dissociação de correpressores que ao recrutamento de coativadores, 
fenômeno conhecido como desrepressão. 
Na Figura 27b, observa-se na ausência do ligante, que a mutação S273A apresentou 
aumento em sua a ativação basal em 2 vezes comparado com o receptor nativo. Além disso, na 
Figura 27c, analisando apenas as condições na presença de ligante (utilizando o PPARγ 
selvagem sem ligante como controle) a redução da ativação dos mutantes S273D e S273E e da 
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presença de Cdk5 em relação ao PPARγ selvagem foi confirmada, conforme visto na Figura 
27a. 
Através deste ensaio pode-se sugerir que a ativação do receptor pode ser alterada de 
acordo com seu estado de fosforilação, sendo que a presença da fosforilação foi capaz de reduzir 
a ativação do receptor nuclear. A proteína selvagem e a ausência de fosforilação (S273A) 
apresentaram maior ativação em relação ao receptor fosforilado (mutantes fosfomiméticos e a 
presença de Cdk5), o que indica que a fosforilação possa interferir no balanço de correguladores 
que interagem com o PPARγ. 
5.4.  A relação da fosforilação de S273 do PPARγ no recrutamento de correpressores 
De posse da informação de que a fosforilação é capaz de alterar a ativação do receptor 
e, por consequência modificar o balanço de correguladores, alterando a ativação basal do 
receptor em diferentes condições, questionou-se se a fosforilação poderia induzir ao 
recrutamento de correpressores. Mas, para isso precisávamos saber primeiramente qual seria o 
comportamento da interação entre correpressores e o PPARγ. Para iniciar as análises, foram 
realizados ensaios de duplo-híbrido em células de mamíferos (293T) com objetivo de analisar 
a interação entre PPARγ e NCoR (correpressor de receptores nucleares); e PPARγ e SMRT 
(mediador silenciador para receptores de retinóides e de hormônios tireoidianos) em diferentes 
condições. 
5.4.1. O correpressor SMRT apresenta maior afinidade ao PPARγ 
A primeira condição foi estabelecer o perfil de interação e afinidade entre o PPARγ e os 
correpressores (NCoR e SMRT) em suas isoformas selvagens. Este ensaio foi realizado em 9 
experimentos em triplicata biológica (n=27) para NCoR e para SMRT. 
 
55 
 
 
Figura 28 Análise da interação entre PPARγ e os correpressores NCoR e SMRT em ensaio duplo-híbrido em células de 
mamífero (293T). A interação entre os correpressores e o receptor é reduzida na presença do ligante Rosiglitazona e a 
interação entre SMRT e PPARγ sugere ser mais intensa quando comparada com a interação entre NCoR e PPARγ. Porém, na 
presença do ligante ambas interações possuem taxa de dissociação muito próxima. A taxa de dissociação na presença do 
ligante foi calculada em comparação com a condição basal. Resultados apresentados em média ± SEM em triplicata biológica 
com n=27. ANOVA de duas-vias para gráfico com correções de múltiplas comparações através de Bonferroni (valores de p< 
*0,05/ **0,001/***0,001/****0,0001). 
De fato, cada correpressor apresenta uma afinidade diferente ao PPARγ. Apesar desta 
observação já ter sido realizada previamente (LI et al., 2011), pode-se observar que a interação 
do complexo PPARγ-SMRT é 1,8 vezes maior quando comparada à PPARγ-NCoR, sugerindo 
uma possível preferência do receptor por SMRT. 
Além disso, pode-se observar que a interação entre PPARγ e os correpressores foi 
reduzida na presença do ligante para ambos, NCoR e SMRT. Conforme já descrito, este fato se 
deve a presença do ligante que leva ao fechamento da H12 e consequentemente ao rompimento 
da interação receptor-correpressor, o que favorece o recrutamento de coativadores (MAIRE et 
al., 2010). Pode-se observar também que a eficiência de dissociação do correpressor causada 
pela presença da Rosiglitazona nos complexos PPARγ-NCoR e PPARγ-SMRT, foram da 
mesma ordem, com redução de interação em 64%, para NCoR e 65% para SMRT.  
5.4.2. A inibição da fosforilação de S273 é capaz de diminuir a interação com os 
correpressores. 
A próxima condição a ser analisada foi a interação entre correpressores e o receptor em 
relação ao estado de fosforilação de S273. Ciente de que a inibição da fosforilação deste sítio 
pode aumentar a dissociação de correpressores, aumentando sua atividade, foi verificado o 
perfil de interação entre a fosforilação de S273 do receptor e o recrutamento de correpressores, 
NCoR ou SMRT, realizado em 7 ensaios em triplicata biológica (n=21). 
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Figura 29 Análise da interação dos correpressores em relação ao estado de fosforilação de S273 do PPARγ. Ensaio duplo-
híbrido em mamífero para avaliar a interação entre PPARγ e NCoR em (a) e PPARγ e SMRT em (b) a fim de analisar a 
importância da fosforilação no recrutamento de correpressores. A mutação para S273A, inibindo a fosforilação, indica que a 
ausência dessa modificação pós-traducional pode ser responsável pela redução no recrutamento de correpressores. O cálculo 
da dissociação de correpressores na presença do ligante foi realizada em comparação da condição com ligante com a basal. 
Resultados apresentados em média ± SEM em triplicata biológica com n=21. ANOVA de duas-vias para gráfico com correções 
de múltiplas comparações através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001/****0,0001). 
Mediante ao resultado exposto, pode-se observar que o estado de fosforilação do 
receptor pode influenciar na interação com os correpressores. Observamos que tanto para NCoR 
(Figura 29a), quanto para SMRT (Figura 29b), a interação com S273A foi reduzida em 0,5 
vezes e 0,6 vezes respectivamente quando comparado à interação dos CoRs com o PPARγ 
selvagem. Pode-se observar também que, após a adição do ligante, a eficiência de dissociação 
de S273A com os correpressores foi reduzida (para NCoR 11% e para SMRT 16%). Estes 
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resultados indicam que a inibição da fosforilação pode reduzir o recrutamento de 
correpressores. 
Ao contrário, os mutantes S273D e S273E, apresentaram atividade basal de interação 
com os correpressores similar à PPARγ (wt), tanto para NCoR (Figura 29a), quanto para SMRT 
(Figura 29b). Este mesmo perfil de interação também é observado na presença do ligante, na 
qual os mutantes S273D e S273E tiveram a eficiência de dissociação de correpressores similar 
ao PPARγ selvagem. Dessa forma, através destes resultados pode-se concluir que a fosforilação 
foi capaz de manter a repressão do receptor nuclear, e que a inibição da fosforilação de PPARγ 
resultou em menor interação com os correpressores. Estes resultados estão de acordo com os 
resultados de ativação do receptor (Figura 27a), que sugerem que a mutação S273A dissocia-
se mais facilmente de correpressores no contexto de ativação celular e, desta maneira, 
proporciona maior ativação do receptor não fosforilado. 
5.4.3. Diferentes IDs dos correpressores possuem diferentes afinidades ao PPARγ. 
Entendida a relação entre o estado de fosforilação de PPARγ e o recrutamento de NCoR 
e SMRT, na qual a inibição da fosforilação pode reduzir o recrutamento dos mesmos, foi 
questionado se os diferentes IDs encontrados nos correpressores poderiam promover diferenças 
no perfil de interação diante da fosforilação do receptor. Mas, o primeiro passo para esclarecer 
esta questão foi identificar a interação entre os IDs e o PPARγ selvagem. Pois, sabe-se que a 
presença dos IDs de cada isoforma dos CoRs é capaz de gerar diferentes afinidades ao receptor, 
assim como induzir a diferentes respostas no organismo (MOTTIS; MOUCHIROUD; 
AUWERX, 2013). Para NCoRώ foram analisadas as interações com as mutações dos IDs 1, 2 
e 3, na qual a mutação de um ID deixa outros 2 IDs ativos. Para SMRT (isoforma α ou τ), foram 
analisadas as interações com os IDs 1 e 2, na qual a mutação de um ID deixa apenas outro ID 
ativo. A mutação sítio-dirigida de cada ID leva a perda da função, permitindo o estudo das 
associações entre o receptor e o ID dos correpressores de forma direta. Neste contexto, foram 
realizados 3 ensaios em triplicata biológica com n=9. Para a escolha de cada isoforma utilizada 
além da análise da expressão de cada ID (item 5.2), também foram obtidas informações sobre 
os estudos de afinidade dos CoRs com o receptor (GOODSON et al., 2011) além do contato 
pessoal com Dr. Martin Privalsky, um especialista na área de correpressores. 
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Figura 30 Análise da interação entre PPARγ selvagem e os mutantes de IDs dos correpressores. Ensaio duplo-híbrido em 
células de mamífero (293T) para avaliar a interação com NCoR em a) e com SMRT em b). Para NCoR e SMRT a mutação do 
ID 2 foi mais significativa levando a redução da interação entre receptor-correpressor. O cálculo da dissociação de 
correpressores na presença do ligante foi realizada em comparação da condição com ligante com a basal. Resultados 
apresentados em média ± SEM em triplicata biológica com n=9. ANOVA de duas-vias para gráfico com correções de múltiplas 
comparações através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001/****0,0001). 
Com os resultados foi possível confirmar que cada ID possui uma relação de afinidade 
diferente com PPARγ, variando em cada correpressor. Primeiramente, na Figura 30a podemos 
observar para o NCoR que a mutação do ID1 não alterou a interação com PPARγ de forma 
significativa (atividade repórter relativa), pois tanto a condição selvagem de NCoR 
(ID1+ID2+ID3), quanto a condição mutante para o ID1(ID1m+ID2+ID3) apresentam a mesma 
interação com o receptor. Inclusive, outro ponto que corrobora com esta indicação de que a 
ausência do ID1 não altera a interação com o receptor, é a comparação da eficiência de 
dissociação do correpressor entre NCoR selvagem e mutante (ID1m+ID2+ID3), 50% e 38% 
respectivamente que, apesar de ser reduzida não é significante. 
Por outro lado, a mutação do ID2 de NCoR (Figura 30a) reduziu drasticamente a 
interação com PPARγ (2,6 vezes) o que consequentemente indica a importância deste ID nessa 
interação correpressor-receptor, a qual já foi reportada em estudos que mostram a relevância 
deste ID de NCoR na interação com o PPARγ (HU et al., 2003; LAZAR, 2001). A confirmação 
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desta redução também pode ser observada pela queda na eficiência de dissociação do 
correpressor na presença do ligante (0%). 
Para o ID3 de NCoR, também na Figura 30a, observa-se que a ausência deste ID diminui 
a interação com o receptor, porém a redução encontrada é menor que a do ID2 (1,6 vezes para 
ID3 e 2,6 vezes para ID2). Além da queda da interação, houve perda na eficiência de dissociação 
do correpressor, a qual foi 67% para a isoforma selvagem e 39% para a mutação. 
Este resulta é curioso, pois existem alguns estudos que demonstram a importância do 
ID3, por exemplo, ensaios realizados em células de mamíferos comprovaram que a presença do 
terceiro ID em NCoR ocasiona inibição dos efeitos adipogênicos, da mesma forma que as 
células que não apresentam este ID expresso desenvolveram efeitos pró-adipogênicos 
(GOODSON et al., 2011). Ou seja, a presença do ID3 pode auxiliar na distinção entre a indução 
de efeitos desejáveis (antidiabéticos) dos indesejáveis (pró-adipogênicos) do PPARγ ativado 
por ligante, além da isoforma que contém este ID apresentar maior afinidade ao receptor 
(GOODSON et al., 2011), conforme descrito no item 1.2.1.  
Analisando SMRT, na Figura 30b podemos observar que a mutação do ID1 não 
apresentou diferença na interação com o receptor, ressaltando novamente a importância do ID2 
na interação com o PPARγ. Pois, com a mutação do ID1 de SMRT, além da interação se manter 
(através do ID2) a eficiência de dissociação do correpressor na presença do ligante também se 
manteve (65% para o selvagem e 68% para a mutação).  
 Fato este confirmado com a mutação do ID2 (ID1+ID2m) de SMRT (Figura 30b), na 
qual houve redução de cerca de 6 vezes na interação com PPARγ comparado ao controle 
(ID1+ID2), bem como a inibição da eficiência de dissociação igualada a zero. E pode-se ainda 
destacar que a redução na interação do correpressor com a ausência deste ID2 com o receptor é 
maior para SMRT (6 vezes), que para NCoR (2,6), provavelmente este fato se deve à maior 
afinidade de PPARγ por SMRT que por NCoR (Figura 28). 
Interessantemente, os dados aqui apresentados sugerem que existe diferenças no 
recrutamento de IDs dependendo do correpressor utilizado, esta diferença se deve aos 
mecanismos distintos de ligação dos ID1, ID2 e ID3 ao receptor, o que explica a razão de seus 
motivos também serem diferentes LXXXIXX(V/I) IXXX(Y/F), LXXIIXXXL e IXXIIXXXI 
respectivamente (MAIRE et al., 2010; WONG et al., 2014). Por exemplo, para o ID2 esta 
ligação ocorre através de uma dobra como uma hélice α que se liga a uma superfície do receptor 
que se sobrepõe parcialmente ao local de ligação do coativador (XU et al., 2002). 
Em resumo, tanto para NCoR quanto para SMRT estes ensaios confirmam a importância 
do ID2 na interação com o PPARγ (REILLY et al., 2010), e ao mesmo tempo, demonstram que 
60 
 
 
o ID3 possa realmente ter uma importância no que se refere a indução de efeitos anti ou pró-
adipogênicos, conforme já descrito (GOODSON et al., 2011).  
5.4.4. A ausência do ID1 e a mutação de S273 interferem na interação correpressor-
receptor. 
Estabelecido o perfil de interação de PPARγ com os diferentes IDs dos correpressores, 
no qual foi possível confirmar a relevância do ID2 na interação dos CoRs com o receptor, 
indagou-se se o perfil encontrado para cada um dos IDs poderia ser alterado pelo estado de 
fosforilação do receptor. Assim, com o uso de mutantes do resíduo de serina 273 do PPARγ 
(S273A, S273D e S273E) e dos mutantes de cada ID dos correpressores, NCoR e SMRT, foram 
realizados 3 ensaios em triplicata biológica com n=9 para analisar este novo perfil.  
Para NCoR, podemos observar que, surpreendentemente, a mutação do ID1 (Figura 31a) 
foi capaz de reduzir a interação com S273A (1,5 vezes), com S273D (2 vezes) e com S273E 
(1,5 vezes) quando comparado ao seu controle (WT) na ausência de ligante. Mas, apesar da 
redução na interação entre a mutação do ID1 de NCoR e os mutantes do PPARγ na condição 
basal, a eficiência de dissociação do correpressor na presença do ligante se manteve em todos 
os casos, em S273A (35%), S273D (34%), S273E (35%) e PPARγ selvagem (38%), indicando 
que a presença da Rosiglitazona interfere da mesma forma em todos os mutantes do receptor 
em relação ao desligamento do NCoR (modificado no ID1), porém, o recrutamento de NCoR 
foi reduzido para os mutantes quando o ID1 foi suprimido, sugerindo que a presença da serina 
na posição 273 possa ser essencial para a interação com ID1. 
Por outro lado, a mutação do ID2 de NCoR não apresentou diferença na interação com 
os mutantes de PPARγ (S273A, S273D e S273E) quando comparado ao PPARγ selvagem 
(Figura 31b) e, somado ao resultado demonstrado anteriormente (Figura 30a), no qual a 
interação entre receptor selvagem e NCoR com ID2 inativo foi suprimida indicando a 
importância da presença deste ID na interação com o receptor, o resultado da Figura 31b mostra 
que existe redução na interação entre NCoR com ID2 inativo independente do estado de 
fosforilação do receptor. Além disso, a eficiência de dissociação de NCoR com mutação no ID 
2 também foi inibida, na sua ausência o CoR não consegue interagir com o receptor e não há 
dissociação a ser realizada. 
A mutação do ID3 (Figura 31c), não apresentou relevância na interação correpressor-
receptor em relação a fosforilação/desfosforilação do PPARγ. Para todos os mutantes do 
receptor (S273A, S273D e S273E) nas condições com e sem ligante, o perfil de interação se 
manteve próximo quando comparado com PPARγ selvagem (WT). Apesar da eficiência de 
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dissociação entre as mutações 273A (48%), S273D (44%) e S273E (51%) e a forma selvagem 
(39%) serem diferenciadas, essa diferença não é significativa. 
 
Figura 31 Análise da interação entre os estados de fosforilação do PPARγ e o recrutamento diferencial de cada ID de NCoR. 
Ensaio duplo-híbrido em mamífero, na qual em a) a comparação da mutação do ID1 com os mutantes do receptor. Em b) a 
mutação do ID2 e em c) a mutação do ID3. Para todas as mutações de PPARγ (S273A, S273D e S273E) a ausência do ID1 de 
NCoR se mostra mais importante para a fosforilação. Cálculo de dissociação realizado considerando a condição sem ligante 
como 100%. Resultados apresentados em média ± SEM em triplicata biológica com n=9. ANOVA de duas-vias para gráfico 
com correções de múltiplas comparações através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001/****0,0001). 
Da mesma forma, a análise de perfil de interação de cada ID de SMRT em relação a 
fosforilação PPARγ foi realizada, conforme mostra o resultado abaixo (Figura 32).  
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Figura 32 Análise da interação entre a fosforilação e o recrutamento diferencial de correpressores de acordo com a mutação 
de cada ID de SMRT. Ensaio duplo-híbrido em mamífero, na qual a) a mutação do ID1 comparada com os mutantes do 
receptor e em b) a mutação do ID2. Assim como para NCoR, para SMRT todas as mutações de PPARγ (S273A, S273D e 
S273E) na ausência do ID 1 de SMRT mostraram uma alteração na interação receptor-correpressor sugerindo que este ID 
seja importante para a fosforilação, enquanto a ausência do ID 2 reduz drasticamente a interação com PPARγ. Cálculo de 
dissociação realizado considerando a condição sem ligante como 100%. Resultados apresentados em média ± SEM em 
triplicata biológica com n=9. ANOVA de duas-vias para gráfico com correções de múltiplas comparações através de 
Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001). 
A mutação do ID1 de SMRT (Figura 31a) se mostrou novamente importante em relação 
à presença do resíduo de S273. Para a mutação do ID1 as condições de mutantes de PPARγ 
como, S273A (1,8 vezes), S273D (1,4 vezes) e S273E (1,5 vezes), reduziram a interação com 
o correpressor na ausência deste ID. A redução desta interação também foi observada 
analisando-se a eficiência de dissociação entre os mutantes do receptor e a mutação do ID1 de 
SMRT, na qual a eficiência de dissociação ocasionada na presença do ligante para o PPARγ 
selvagem (68%) foi maior quando comparada aos mutantes S273A (53%) S273D (51%) e 
S273E (56%). 
 Corroborando com os resultados encontrados para o ID1 de SMRT, sabe-se que em 
camundongos, a mutação do ID1 leva a perda de função do correpressor, prejudicando sua 
interação com alguns receptores, resultando também em obesidade, resistência à insulina e 
hiperlipidemia em casos de dietas ricas em gorduras, característicos da Síndrome Metabólica 
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(MOTTIS; MOUCHIROUD; AUWERX, 2013; REILLY et al., 2010). Estudos também 
apontam que SMRT aparentemente é responsável pela manutenção da homeostase e proteção 
contra a inflamação induzida pela dieta rica em gordura e que a ausência do ID1 de SMRT pode 
levar à uma sinalização anômala de PPARγ e aos diversos efeitos causados pela sua ativação, 
ou seja, a repressão realizada por SMRT pode agir como um mecanismo de proteção contra 
uma dieta rica em gordura ou ao estilo de vida sedentário das pessoas (FANG et al., 2011). 
Para a mutação do ID2, devido à baixa interação já observada na Figura 30b (item 5.4.3) 
e ao conhecimento de que este é o ID mais importante para a interação com o receptor, não foi 
observada nenhuma diferença relevante entre a mutação deste ID e a fosforilação de PPARγ 
(Figura 32b). 
Em resumo foi verificado que, apesar de não serem redundantes, os correpressores 
NCoR e SMRT apresentaram características bem parecidas com relação ao perfil de seus IDs 
na interação dependente do estado de fosforilação de PPARγ. Assim, na ausência do ID1, os 
diferentes mutantes do receptor reduziram a interação com os CoRs, e na ausência do ID2 os 
mutantes de PPARγ foram indiferentes, visto que a interação com a mutação deste ID é 
totalmente suprimida, inclusive para PPARγ selvagem (Figura 30).  
Com isso, pode-se sugerir que se a presença ou ausência de fosforilação possui algum 
efeito no recrutamento preferencial de IDs dos correpressores, esta diferença estaria restrita ao 
ID1 somada a presença da serina como aminoácido 273 do PPARγ. Uma possível explicação 
para este efeito poderia advir de uma pequena mudança estrutural ocasionada pelas mutações 
na região do resíduo de S273, indicando uma nova possível interface de interação, relacionando 
o estado de fosforilação de S273 com o recrutamento/interação com o ID1. Apesar de estudos 
realizados em nosso grupo demonstrarem que as modificações conformacionais que ocorrem 
no receptor, após a mutação da S273, não serem relevantes para modificar a estrutura geral do 
receptor, uma pequena modificação pontual nesta região poderia ser a explicação para os dados 
aqui apresentados. Levantando uma nova hipótese de que o ID1 de correpressores, embora não 
seja essencial para a repressão do PPARγ, pode interagir com o receptor em uma interface 
diferenciada e dependente do estado de fosforilação de S273. 
5.5. A presença da enzima Cdk5 altera a interação correpressor-receptor. 
 Observado que o perfil de interação dos IDs dos correpressores pode ser alterado de 
acordo com o estado de fosforilação de S273 do receptor (pelo menos para o ID1), decidiu-se 
investigar se a presença da Cdk5, enzima responsável por fosforilar o PPARγ, poderia interferir 
da mesma forma na interação entre receptor-correpressor, e se esta interferência seria válida 
64 
 
 
para cada um dos IDs dos correpressores NCoR e SMRT, uma vez que esta relação já estava 
bem esclarecida (Figura 30). Foram realizados 3 ensaios com o sistema de duplo-híbrido em 
mamíferos em triplicata biológica com n=9.  
 Primeiramente, foram realizados ensaios para comparação da interação com PPARγ 
selvagem e os mutantes de cada ID do correpressor NCoR, bem como sua isoforma selvagem 
(wt) na presença da enzima Cdk5, conforme dado na Figura 33. 
 
Figura 33 Análise da interação NCoR-receptor realizada em sistema de duplo-híbrido em células de mamífero (293T) na 
presença da enzima Cdk5, a qual é responsável por fosforilar o PPARγ. A presença da enzima foi capaz de reduzir a interação 
tanto com NCoR selvagem (a) quanto com as mutações dos IDs 1(b) e 3 (c). Porém, não houve alteração com a mutação do 
ID2 (b), a qual já é reduzida na condição controle (sem Cdk5) pela ausência deste importante ID. Resultados apresentados 
em média ± SEM em triplicata biológica com n=9. ANOVA de duas-vias para gráfico com correções de múltiplas comparações 
através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001/****0,0001). 
 Observou-se que de fato a presença da enzima Cdk5, para NCoR, é capaz de induzir a 
mudanças no perfil de interação com o receptor (Figura 33). Dessa forma, pode-se constatar 
que, para as condições de NCoR wt (1,8 vezes), de mutação do ID1 (1,6 vezes) e de mutação 
do ID3 (1,7 vezes), a presença da Cdk5 reduziu a interação do correpressor com PPARγ quando 
comparada com a condição controle (sem a enzima). Contudo, para a mutação do ID2 de NCoR 
(Figura 33c), não foi observada nenhuma alteração na presença de Cdk5, porém, este fato pode 
ser explicado devido à baixa interação com o receptor causada pela ausência deste ID, que é o 
mais importante para a interação com o PPARγ, conforme explicado anteriormente no item 
5.4.3. 
 Com o mesmo objetivo, foram realizados ensaios com os mutantes dos IDs de SMRT e 
sua isoforma selvagem (wt) (Figura 34).  
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Figura 34 Análise da interação SMRT-receptor realizada em sistema de duplo-híbrido em células de mamífero (293T) na 
presença da enzima Cdk5, a qual é responsável por fosforilar o PPARγ. A presença da enzima foi capaz de aumentar a 
interação com SMRT selvagem (a), porém reduziu a interação com o ID1 (b) e não houve alteração com a mutação do ID2 
(c), a qual já é reduzida na condição controle (sem Cdk5) pela ausência deste importante ID. Resultados apresentados em 
média ± SEM em triplicata biológica com n=9. ANOVA de duas-vias para gráfico com correções de múltiplas comparações 
através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001). 
 Para SMRT wt (Figura 34a) pode-se observar que a presença da enzima Cdk5 causou 
aumento de 1,5 vezes na interação com receptor na ausência do ligante, e na presença do ligante 
5,5 vezes, quando comparada à condição sem Cdk5.  
 Por outro lado, a mutação do ID1 de SMRT (Figura 34b) apresentou redução de 1,8 
vezes na interação com o receptor na presença da Cdk5 se comparada ao controle (ausência de 
Cdk5). E a mutação do ID2 (Figura 34c) não apresentou alteração na presença de Cdk5, o que 
é explicado novamente pela baixa interação correpressor-receptor na ausência deste importante 
ID. 
 A redução observada para a mutação do ID1 de NCoR (Figura 33b) e SMRT (Figura 
34b) na presença de Cdk5 pode ser explicada pelo resultado anterior (item 5.4.4) o qual mostra 
redução na interação correpressor-receptor na ausência do ID1 juntamente com a modificação 
da região de S273. Assim, além de confirmar o referido ensaio (item 5.4.4), os resultados 
observados com Cdk5 para as mutações com o ID1 de NCoR e SMRT (Figura 33b e Figura 
34b) mostram que a presença da enzima pode causar modificação na região S273 do PPARγ 
devido à sua ação de fosforilação e levar a menor interação do receptor pelos CoRs devido à 
ausência do ID1. Indicando surpreendentemente que o ID1 possa estar realmente relacionado à 
interação do correpressor ao receptor em casos de fosforilação/desfosforilação. Assim, os 
resultados passam a sugerir que o sistema de interação entre CoRs e o receptor possa ser 
alterado pela presença de Cdk5, no qual a enzima parece competir com NCoR pelo sítio de 
S273 diminuindo a interação, enquanto SMRT parece acoplar a enzima devido ao aumento da 
interação na presença de Cdk5. 
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5.6. Confirmação da fosforilação de PPARγ pela enzima Cdk5 nas interações 
observadas 
 Diante de todos os resultados que demonstram que a interação entre os correpressores e 
o receptor pode ser alterada na presença da fosforilação, decidimos confirmar a fosforilação do 
receptor diante da presença da enzima Cdk5 e validar os resultados até aqui encontrados. Para 
esta análise foi realizado um ensaio de Western Blotting com a imunoprecipitação do receptor 
nuclear, com a detecção dos anticorpos anti-Flag e anti-Substrato de Cdk5. 
 
Figura 35 Ensaio de Western Blotting com a imunoprecipitação do PPARγ através da tag Flag. a) Células 293T foram 
transfectadas com PPARγ_Flag e Cdk5/p35 a fim de confirmar a fosforilação do receptor na presença da enzima Cdk5. O 
anticorpo anti- substrato de Cdk5 é responsável pelo reconhecimento de serinas fosforiladas do receptor. O anticorpo anti-
flag foi utilizado como controle de proteína do input. b) Cálculo da porcentagem de fosforilação causada pela Cdk5 através 
da densitomentria de bandas analisada no software ImageQuant™ TL 8.1. A quantificação da fosforilação foi realizada com 
base no controle de input do anticorpo anti-flag. 
 O anticorpo anti-Flag é reponsável por reconhecer a tag Flag contida no plasmídeo do 
PPARγ (pLVIG-PPARγ), servindo como base para a quantificação de proteína inserida na 
membrana do ensaio (input). Já o anticorpo anti- Substrato de Cdk5 é responsável por 
reconhecer serinas fosforiladas de um motivo (K/H)S*P (onde, K= Lisina , H= Histidina, S*= 
Serina fosforilada e P= Prolina) da reação de fosforilação 
 Através da análise de densitometria de banda (Figura 35), foi possível verificar que a 
presença da Cdk5 é capaz de aumentar a fosforilação do PPARγ em 2 vezes em relação a 
condição sem a enzima, indicando que em todos os ensaios realizados na presença da quinase, 
o receptor estava fosforilado. 
5.7. O recrutamento de correpressores altera a fosforilação do PPARγ. 
 Após perceber que a presença da enzima Cdk5 poderia interferir na relação entre os 
correpressores e o receptor e confirmar a fosforilação do PPARγ na presença da enzima Cdk5, 
foi questionado desta vez o inverso, se a presença dos correpressores seria capaz de alterar a 
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capacidade de fosforilação da enzima Cdk5. Para esta análise, ensaios da atividade da enzima 
Cdk5 foram realizados a fim de avaliar sua capacidade em fosforilar o PPARγ, na presença de 
NCoR. O resultado obtido apresentado a seguir (Figura 36) foi realizado em 3 ensaios em 
triplicata com n=9. 
 
Figura 36 Ensaio de atividade de Cdk5 para comparar os níveis de fosforilação de PPARγ na ausência e presença de NCOR. 
Na presença de NCOR houve redução do nível de fosforilação do receptor, indicando que a presença do correpressor é capaz 
de alterar a fosforilação de PPARγ. Resultados apresentados em média ± SEM em triplicata biológica com n=9. Análise 
estatística utilizada Teste-T (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001). 
 Através do resultado obtido, pode-se observar que o nível de fosforilação (atividade de 
Cdk5) na condição com NCoR (PPARγ+Cdk5+NCoR) é 1,5 vez menor quando comparada com 
a condição na ausência do CoR (PPARγ+Cdk5) indicando que a presença de NCoR é capaz de 
alterar a atividade de fosforilação da enzima. Este ensaio auxilia também a confirmar o 
experimento no qual a presença da Cdk5 reduz a interação de PPARγ com NCoR (Figura 33). 
 Entretanto, para complementar este dado, ainda poderia ser analisada a atividade da 
enzima na presença de SMRT, a qual, em ensaios celulares induziu ao aumento na interação 
entre correpressor e receptor (Figura 34a), indicando talvez um aumento na fosforilação do 
PPARγ. Para isso, no laboratório já está sendo aprimorada a expressão e purificação da proteína 
SMRT para a realização do ensaio e comprovação do perfil da atividade da enzima Cdk5. 
 Apesar da necessidade da análise da atividade de Cdk5 com SMRT, os resultados 
sugerem que, assim como a presença de NCoR afeta a capacidade de fosforilação da enzima, a 
presença de Cdk5 é capaz de interferir na interação entre os correpressores e PPARγ. Fato este 
confirmado entre os ensaios celulares de duplo-híbrido, no qual a interação de NCoR com o 
receptor diminui na presença de Cdk5 (Figura 33) e também no ensaio de atividade da enzima 
**
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Cdk5 na presença do correpressor, que reduz a fosforilação do PPARγ (Figura 36). Porém, a 
redução da interação poderia ocorrer apenas durante a presença da enzima no local de 
fosforilação sugerindo um novo e dinâmico mecanismo de interação entre correpressores e o 
PPARγ.  
6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 Os dados aqui apresentados sugerem uma nova análise em relação a interação entre os 
correpressores e a fosforilação do PPARγ. De acordo com os resultados, a fosforilação não 
interfere na interação do receptor com o correpressor, mas sim sua ausência que gera a redução 
dessa interação. 
 Também foi observado que o ID2 é unanimemente o mais importante entre todos os IDs 
para manter a interação com o PPARγ. Porém, o ID1 é importante em casos em que ocorre a 
modificação da S273 do receptor. Por exemplo, no caso da presença da enzima Cdk5 que 
fosforila o PPARγ. Assim, sugere-se que esta relação (correpressor-receptor) possa ser um 
sistema dinâmico relacionado ao ID1 e a modificação da S273 (Figura 37). 
 Assim, é proposto um modelo dinâmico que, na presença de Cdk5, o ID1 do 
correpressor se dissocia do receptor, liberando o sítio de S273 para que a enzima possa fosforilar 
o resíduo, o que gera a diminuição da interação CoR-PPARγ (Figura 37b). Após a fosforilação, 
a Cdk5 se dissocia, saindo do sistema, liberando a região da S273 e o receptor volta a interagir 
com os correpressores através do ID1, porém com interação reduzida (Figura 37c). 
  Contudo, cada correpressor pode ter uma função diferente dentro deste sistema 
dinâmico , pois sabe-se que SMRT e NCoR apesar de possuírem a mesma função de repressão 
de PPARγ, podem exercer respostas diferentes ao organismo, quando acoplados ao receptor 
(PRIVALSKY; SNYDER; GOODSON, 2016; SNYDER et al., 2015). Assim, no sistema 
proposto sugere-se que SMRT, devido ao aumento na interação com o receptor na presença de 
Cdk5 (Figura 34a) pode acoplar a enzima, enquanto NCoR pode competir pela região de S273, 
devido à queda na interação com o receptor na presença da enzima (Figura 33a). 
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Figura 37 Representação do modelo dinâmico proposto no qual a presença da enzima Cdk5 diminui a interação com o 
correpressor, através da competição pela região de S273, na qual o ID1 aparentemente interage com o receptor. Em a) Célula 
contendo o receptor nuclear e complexo correpressor. b) Interação entre PPARγ e o correpressor (NCoR/SMRT) com destaque 
para a ligação de cada ID. Em c) A interação do correpressor no receptor através do ID1 é interrompida devido à presença 
da enzima Cdk5. Em d) com a saída da enzima após a fosforilação do sítio de S273, o ID1 do correpressor volta a interagir 
com o receptor. 
 Porém, apesar do modelo dinâmico proposto entre a presença da enzima Cdk5 e a 
presença dos correpressores, muito ainda precisa ser esclarecido a respeito dos mecanismos que 
envolvem a fosforilação do receptor. Pois, sabe-se que existem outros fatores que podem 
interferir tanto na fosforilação do PPARγ quanto no recrutamento de correpressores. Por 
exemplo, existem outras proteínas regulatórias, como Thrap3, que interage com PPARγ 
diretamente no sítio de S273, mas somente quando a serina está fosforilada, e não se sabe ao 
certo a relação dessa proteína com a fosforilação ou com os eventos de recrutamento de 
correpressores, talvez essa proteína possa, inclusive, participar do complexo de repressão do 
PPARγ (CHOI et al., 2014).  
 Em termos de participação de outras proteínas regulatórias, as enzimas desacetilazes, 
essenciais para a função de repressão dos correpressores, são geralmente recrutadas pelos CoRs 
formando o complexo transcricional de repressão, quando interagem com PPARγ (MOTTIS; 
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MOUCHIROUD; AUWERX, 2013), Porém, alguns estudos apontam que essas enzimas 
regulatórias, como o caso da HDAC1 que pode ser inibida pela ação de p25/Cdk5, a mesma 
forma ativa da enzima que fosforila S273 do PPARγ. A inibição da HDAC1 por p25/Cdk5 
poderia diminuir a ação repressiva dos correpressores (FU et al., 2013).  
 Contudo, precisamos também considerar que os ensaios realizados in vitro, os quais 
confirmaram que a presença de NCoR pode interferir na fosforilação, foram realizados sob 
condições em que não há presença de outras enzimas que poderiam afetar a atividade da Cdk5, 
sendo assim, os resultados observados são intrínsecos ao sistema de interação entre NCoR e 
PPARγ na presença de Cdk5. 
 Dessa forma, apesar da necessidade de alguns estudos mais profundos, estes resultados 
colaboram para o melhor entendimento dos mecanismos moleculares que permeiam o 
recrutamento de correpressores e suas relações com a fosforilação do receptor. Comprovando 
que os correpressores são regulados de forma fosfo-dependente, ou seja, podem ser recrutados 
de forma dependente ou ter a sua interação com o PPARγ regulada através da fosforilação de 
S273, a qual está intrinsecamente envolvida com a sensibilidade a insulina e o tratamento de 
diabetes tipo 2. Por isso, o melhor entendimento dos mecanismos relacionados com a 
fosforilação do receptor se torna tão importante e apontam que a modulação dos correpressores 
possa ser uma nova abordagem como alvo para o tratamento de resistência à insulina. 
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7. CONCLUSÃO 
 Os mecanismos moleculares que envolvem a fosforilação de S273 do PPARγ e o 
recrutamento de correpressores ainda não é totalmente claro, porém, muito intrigante, pois 
sugere-se que este recrutamento seja fosfo-dependente e a fosforilação é o principal fator 
responsável por desencadear uma série de alterações na expressão gênica de alvos de PPARγ, 
conduzindo ao quadro de Diabetes Mellitus tipo 2. Dessa forma, o entendimento da relação 
entre a fosforilação e o recrutamento de CoR explorando suas vias de sinalização, surge como 
perspectiva para uma nova abordagem no desenvolvimento de drogas que possam, por exemplo, 
modular os correpressores no tratamento de DM2. 
 Através dos resultados gerados, propõe-se um modelo de sistema dinâmico entre a 
fosforilação de S273 e o recrutamento dos correpressores no qual, a presença da enzima Cdk5, 
responsável por fosforilar o PPARγ, possa ser acoplada por SMRT ou competir com NCoR 
pelo sítio de S273. Este modelo é gerado com base nos resultados que mostram que a 
fosforilação pode diminuir a ativação do PPARγ, e paralelamente, manter a repressão do 
receptor. E ainda, o ID1 dos correpressores pode atuar como peça-chave na interação com o 
receptor, visto que a sua ausência juntamente com a modificação do sítio de S273 causam a 
redução da interação CoR-PPARγ. Dessa forma, o que se sugere é que enquanto o PPARγ está 
sendo fosforilado o correpressor perde a interação com o receptor através do ID1, que interage 
na região de S273, e ao término da ação da Cdk5, o CoR volta a interagir com o receptor. 
 Entretanto, ainda há muito a ser esclarecido entre a relação da fosforilação com o 
sistema de repressão para a regularização da expressão gênica dos alvos do PPARγ, pois, 
existem diversos fatores que podem interferir neste mecanismo, ou até mesmo ter alguma 
relação importante que leve aos efeitos antidiabéticos e anti-adipogênicos desejados. Portanto, 
a modulação do PPARγ visando o tratamento de DM2 é algo complexo, que envolve diversas 
etapas de regulação e também outros fatores envolvidos na estabilização do quadro da doença 
como outros sítios que estão relacionados à ativação do receptor, por exemplo, o sítio de S112 
localizado na região N-terminal ou também a substituição da Cdk5 por ERK que mantém o 
perfil de resistência à insulina. Contudo, este trabalho gera novos ângulos de percepção da 
relação entre o recrutamento de correpressores e a fosforilação, contribuindo para a evolução 
de tratamentos mais específicos contra a DM2. 
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CAPÍTULO II: Influência da fosforilação de 
outros receptores na expressão de alvos de 
PPARγ – Uma possível relação de crosstalk. 
8. INTRODUÇÃO 
 A descoberta da modulação da transcrição gênica através de receptores nucleares tem 
revelado novas possibilidades de controle dos processos biológicos, o que pode influenciar o 
estudo de diversos mecanismos de doenças como, diabetes, aterosclerose, obesidade, câncer e 
inflamação. De fato, a modulação dos receptores é importante, gerando alvos excitantes para a 
descoberta de novas drogas (ZHENG et al., 2014). 
 Dois grandes exemplos de receptores nucleares que são amplamente estudados para o 
controle de doenças metabólicas são o PPARγ e o LXRα (Receptor X do Fígado), membros da 
extensa família dos receptores nucleares, são capazes de vincular o metabolismo à sinalização 
inflamatória (HONG; TONTONOZ, 2008). O LXRα, juntamente com o PPARγ, são 
responsáveis pelo controle da expressão de uma gama de genes, portanto, o melhor 
entendimento das vias que envolvem a expressão gênica diferencial, as quais levam ao 
desenvolvimento de doenças metabólicas se faz necessária a fim de obter uma melhor regulação 
e tratamento mais específico (FEIG et al., 2010; HONG; TONTONOZ, 2008; KIDANI; 
BENSINGER, 2014; TORRA et al., 2008).  
 Por isso, esta etapa do trabalho teve como objetivo explorar melhor as possíveis 
modulações da transcrição gênica e as relações que o PPARγ pode realizar com outros 
receptores nucleares, no caso o LXRα, para melhor entender se existem outros aspectos que 
podem influenciar na expressão diferenciada de alvos de PPARγ, como no caso, uma relação 
de crosstalk com LXRα. Com este objetivo, uma Bolsa de Estágio de Pesquisa no Exterior 
(BEPE), realizada no Laboratório da Dra. Inés Pineda Torra, sob supervisão do Dr. Matthew 
Gage foi financiada pela FAPESP (2017/12314-0) para a realização do estágio de quatro meses 
na University College London (UCL), em Londres na Inglaterra. 
 O Laboratório da Dra. Inés Pineda Torra possui linhagens de camundongos bem 
estabelecidas e com interesse no estudo de doenças metabólicas, facilitando o trabalho com as 
células derivadas desses animais para o estudo de crosstalk.  
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8.1.  O receptor nuclear LXRα 
 Os Receptores X do Fígado (em inglês, LXRs) são fatores de transcrição dependentes 
de ligante e também fazem parte da família de 48 fatores de transcrição. São ativados por 
oxisteróis endógenos ou agonistas não-esteroidais sintéticos, como T0901317 e GW3965.  
 Para LXR, dois genes foram descritos, LXRα (NR1H3) e LXRβ (NR1H2), os quais 
possuem cerca de 77% de semelhança estrutural (HONG; TONTONOZ, 2008; TORRA et al., 
2008). Porém, são expressos de forma diferente no organismo, enquanto LXRβ é expresso de 
forma ubíqua, o LXRα exibe expressão limitada à macrófagos e tecidos metabolicamente 
ativos, como fígado, intestino e tecido adiposo (PEET, JANOWSKI, et al. 1998). 
Especificamente no tecido adiposo, sabe-se que a expressão de LXRα é aumentada durante a 
adipogênese sendo regulada por PPARγ, deixando claro o interesse da relação de crosstalk entre 
esses dois receptores (HUMMASTI et al., 2004). 
 Como todo receptor nuclear, o LXRα possui estrutura conservada e bem definida 
composta por N-terminal, DBD, hinge e LBD, regiões estas já discorridas no capítulo anterior 
(item 1.2). Inclusive, para LXRα, o hinge é uma região muito importante, pois é onde se localiza 
o resíduo de serina 196 (em camundongos S196 e em humanos S198), o qual é alvo da ação da 
enzima Ck2, uma caseína quinase responsável por fosforilar o LXRα, levando à sua ativação. 
Esta fosforilação foi identificada em células HEK293T e tem sido apontada como responsável 
pela indução de alterações conformacionais na estrutura de hinge de LXRα e, portanto, afetando 
o recrutamento de cofatores, como correpressores (TORRA et al, 2008; BECARES et al., 2017). 
 Conforme já citado, o LXRα desempenha um papel importante na regulação metabólica 
de glicose, colesterol e lipídeos se tornando uma peça-chave na aterosclerose, diabetes e na 
resistência à insulina (TORRA et al., 2008). Conforme já explicito, o LXRα é altamente 
expresso em tecido adiposo e macrófagos e sabe-se que os adipócitos e macrófagos residentes 
do tecido adiposo (ATMs) são responsáveis pela secreção de moléculas bioativas, tais quais, 
adipocinas, quimiocinas, citocinas e ácidos graxos livres levando à inflamação e à resistência à 
insulina, fatores estes responsáveis pela obesidade ligada a doenças metabólicas e 
cardiovasculares (RICOTE et al., 1998; JACOBI et al., 2012; PALOMER et al., 2013). 
 Desta forma, considerando sua importância e conexão com o processo inflamatório e 
adipogênese, o LXRα torna-se alvo de estudo em macrófagos e tecido adiposo. Pois, os 
macrófagos são células imunes com importante função na imunidade e na homeostase que, em 
condições de inflamação, são capazes de promover a resistência à insulina em adipócitos. 
Contudo, células de macrófagos derivadas de medula óssea (BMDM) foram escolhidas como 
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modelo relevante no estudo de genes alvo da sinalização da insulina e metabolismo de glicose 
(MICHAEL et al., 2012; HONG et al., 2008). 
 Seguindo esta linha de pensamento, como alvo de estudo, o grupo da Dra. Inés Pineda 
Torra gerou uma linhagem de camundongos knockout mieloide-específica para o Receptor de 
Lipoproteína de Baixa Densidade (LDLR), na qual inclui a inibição da fosforilação de S196 em 
LXRα (S196A), denominando o modelo de M-S196ALdlrKO. Esta linhagem permitiu a 
extração e o uso de células primárias (BMDM) que foram diferenciadas em macrófagos. Este 
modelo vem sendo muito utilizado para estudar o efeito da deficiência da fosforilação de LXRα 
em macrófagos, o que gera alteração na expressão de diversos genes (GAGE et al., 2018; 
TORRA et al., 2008). 
8.2.  A relação de crosstalk entre PPARγ e LXRα 
 Conforme já descrito, ambos os receptores (LXRα e PPARγ) estão associados a doenças 
metabólicas, inflamatórias e cardiovasculares e são classificados como alvos potenciais para o 
tratamento dessas patologias (HONG; TONTONOZ, 2008). 
 Assim, a relação de crosstalk entre LXRα e PPARγ já foi verificada em diversos 
processos como, inflamação, homeostase, respostas imunológicas e vias de controle 
metabólico, nos quais um receptor controla a ativação do outro (HONG; TONTONOZ, 2008; 
OGAWA et al., 2005). Estudos que apontam a relação de crosstalk entre LXRα e PPARγ 
relatam a presença de um elemento responsivo de PPAR (PPRE) no promotor dos genes de 
LXRα de camundongo e humano, assim como a presença de um elemento responsivo de LXR 
(LXRE) no promotor dos genes de PPARγ, indicando a relação de crosstalk entre os receptores 
e a complementaridade na ativação que cada receptor pode exercer um pelo outro (MATSUSUE 
et al., 2014; STEFFENSEN, 2006). 
 Um exemplo desta relação está na regulação da expressão de adiponectina, uma 
adipocina ligada à sensibilização de insulina que é secretada por células de gordura e 
desempenha um papel fundamental em distúrbios metabólicos. Esta proteína é responsável por 
estimular a oxidação dos ácidos graxos, diminuir os triglicérides plasmáticos revelando 
atividades antidiabéticas e antiaterogênicas (CHINETTI et al., 2004; COCATE; 
DOMINGUES; NATALI, 2011; PRADO et al., 2009). Estudos demonstraram que, baixos 
níveis de adiponectina são geralmente encontrados em pacientes com obesidade e diabetes tipo 
2 e que PPARγ e LXRα podem atuar em conjunto para regular a expressão dessa adipocina. 
 Neste contexto, existem dois receptores (proteínas transmembrana) de adiponectina, 
AdipoR1 e AdipoR2. Sabe-se que a expressão de AdipoR2 é controlada por PPARγ (e PPARα), 
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e que em macrófagos o LXRα pode ter sua regulação sob a ação de PPARγ, assim, em 
macrófagos tratados com agonistas de LXRα foi observado aumento da expressão tanto de 
AdipoR1 quanto AdipoR2, indicando uma relação de crosstalk entre as vias de regulação desses 
receptores e seus genes alvo (CHINETTI et al., 2004).  
 Um mecanismo indireto de crosstalk também foi descrito, demonstrando que em 
macrófagos, o PPARγ ativado aumentou a atividade de Cyp27. O gene Cyp27 é um membro 
da família P450 e sua expressão leva à produção de 27-hidroxicolesterol, este composto é 
conhecido como ativador de LXRα, demonstrando que a ativação de LXRα neste caso foi 
dependente de PPARγ (STEFFENSEN, 2006). 
 Outro fato que indica a relação de crosstalk entre os receptores é que, curiosamente, nas 
células de macrófagos, o gene Ap2, o qual possui papel importante na regulação da resistência 
à insulina e do metabolismo lipídico, aparece como o alvo induzido por ambos os receptores, 
PPARγ e LXRα, evidenciando a interação entre estes receptores na regulação gênica que 
diferenciam entre os efeitos observados no desenvolvimento de doenças metabólicas e 
cardiovasculares (MATSUSUE et al., 2014). 
 Assim, diante do fato que a relação de crosstalk entre os dois receptores (LXRα e 
PPARγ) é bem conhecida e amplamente estudada, questionou-se se mecanismos como a 
fosforilação dos receptores nucleares, responsável por regular quase todas as reações da 
biologia celular, poderia estar envolvida neste processo, gerando a alteração da expressão de 
diversos genes. 
8.3. A fosforilação dos receptores nucleares e seus efeitos 
 Assim, sabendo que a fosforilação é um mecanismo comum e poderoso de regulação 
pós-traducional capaz de modificar os receptores nucleares promovendo alterações em sua 
expressão gênica, e incluindo várias mudanças no metabolismo (TORRA et al., 2008; CHOI et 
al., 2010; BECARES et al., 2016), foi percebido que essa modificação é comum para os dois 
receptores, LXRα e PPARγ, além de todo o envolvimento já verificado entre eles. 
 Como bem sabemos e discorrido no capítulo I, o PPARγ, é alvo dessa modificação pós-
traducional que ocorre através da ação da enzima Cdk5 na região da S273, levando à resistência 
à insulina e à desregulação de diversos genes envolvidos com a obesidade (CHOI et al., 2010).  
 Enquanto para o LXRα, essa fosforilação ocorre na região de S196 pela ação da caseína 
quinase 2 (Ck2), gerando a desregulação de genes que controlam a inflamação, metabolismo 
de lipídeo e movimento celular. Além do mais, a atividade de LXRα pode ser afetada pela 
hiperglicemia através de alterações na fosforilação de S196 (SHRESTHA et al., 2018).  
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 Apesar de diversos estudos demonstrarem a clara relação de crosstalk entre LXRα e 
PPARγ em vias do controle do metabolismo de glicose e de lipídeos (CHAWLA et al., 2001), 
o envolvimento exato da asssociação entre a fosforilação dos receptores e a relação de crosstalk 
não foi esclarecida. Sabe-se que para cada receptor a fosforilação altera a expressão de seus 
genes alvo, mas ainda não está claro se a fosforilação de um pode afetar a expressão de genes 
alvo do outro. 
 Portanto, a intenção deste trabalho foi avaliar essa relação de crosstalk com foco na 
modificação pós-traducional, ou seja, na fosforilação desses receptores nucleares em relação à 
expressão gênica. A fim de analisar se os genes alvo que são comuns tanto para PPARγ quanto 
para LXRα, podem sofrer influência em sua expressão diante da ausência da fosforilação dos 
receptores. 
 Este estudo inicial sobre os alvos que possivelmente podem ser afetados servirá como 
base para os próximos ensaios do grupo de pesquisa e também nos norteará em como podemos 
promover efeitos benéficos para combater as síndromes metabólicas, incluindo a obesidade, 
diabetes e doenças cardiovasculares, através de novas abordagens. 
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9. OBJETIVO 
 O objetivo deste estudo foi (i) identificar e filtrar os genes alvo de PPARγ e LXRα a fim 
de verificar a expressão diferencial frente a inibição da fosforilação de S196 de LXRα em 
macrófagos e de S273 de PPARγ em adipócitos, analisando a possível existência de crosstalk 
entre os receptores relacionada à fosforilação e (ii) descobrir novos genes alvo de PPARγ que 
serão usados em futuros experimentos para investigar novos efeitos da fosforilação neste 
receptor. 
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10. JUSTIFICATIVA 
 A desregulação da insulina leva à uma resposta inflamatória, o que pode induzir uma 
expressão diferente de vários genes envolvidos nesse processo. O estudo de crosstalk entre 
PPARγ-LXRα tem como fundamento trazer novas perspectivas e conhecimento sobre a 
fosforilação desses receptores nucleares, com uma abordagem não explorada até o momento. 
Pois, o efeito da fosforilação em relação à expressão gênica em uma relação de crosstalk 
permanecem incertos. Assim, este estudo pode gerar novos tratamentos efetivos para distúrbios 
metabólicos nos quais ambos os receptores são protagonistas. 
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11. MATERIAIS E MÉTODOS 
11.1.  Escolha e triagem do conjunto de genes alvo de PPARγ e LXRα 
 Com o objetivo de realizar uma triagem inicial dos alvos de PPARγ, foram realizadas 
pesquisas na literatura para identificar os genes que estão envolvidos no metabolismo glicêmico 
e lipídico, na sensibilidade à insulina e no processo inflamatório. Nessa etapa, foram 
identificados 56 genes alvos de PPARγ expressos principalmente em macrófagos e/ou 
adipócitos. Apesar de haver inúmeros genes que são alvos de PPARγ expressos nesses dois 
tecidos, por se tratar de uma triagem manual, optou-se por um número reduzido de alvos. 
 Paralelamente, o grupo da Dra. Inés Pineda Torra disponibilizou o resultado de 
sequenciamento de RNA (RNAseq) de LXRα de macrófagos derivados de medula óssea 
(BMDM) do modelo M-S196ALdlrKO com mais de 200 genes sendo diferencialmente 
regulados em mais de duas vezes quando comparado ao seu controle (dados ainda não 
publicados pelo grupo). 
 Assim, a próxima etapa da triagem foi comparar os genes alvo de PPARγ encontrados 
na literatura, com os genes obtidos através de RNAseq e encontrar dentre eles quais genes são 
possivelmente regulados pela fosforilação de LXRα em S196. O critério de significância 
utilizado foi de 0,8 a 1,2 vezes. Após essa análise foram encontrados 23 possíveis alvos. 
 Como última etapa de triagem, foi realizada a predição das regiões promotoras para 
reconhecer se nos genes alvo existia a sequência do elemento responsivo de PPARγ (DR-1) e 
de LXRα (DR-4) como promotor ou enhancer, para isso foi utilizado o software NHR-Scan.  
 Assim, seguindo essa abordagem, foram determinados 15 genes (Figura 38) para o 
estudo de crosstalk: Fasn, Gk, Irs -2, Stat1, Tnf-α, Lpl, Abcg1, Cd36, Selenp1, Nr1d2, Txnip, 
Apod, Scd1, Cd24a e Abca1. 
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Figura 38 Diagrama de Venn exemplificando a triagem dos genes alvo de PPARγ e LXRα. Dentre os 200 genes obtidos com 
RNAseq de LXRα e os 56 genes alvos de PPARγ obtidos da busca na literatura, 15 genes foram identificados como potenciais 
alvos de crosstalk entre os receptores.  
11.2. Cultura de células primárias e diferenciação de macrófagos para avaliação de 
expressão gênica 
11.2.1. Cultura de células primárias 
 Os macrófagos derivados da medula óssea (BMDM) foram cultivados usando protocolo 
estabelecido pelo grupo da Dra. Inés Pineda Torra (PINEDA-TORRA et al., 2015). Todos os 
procedimentos e experimentos com animais foram aprovados pelo comitê do Reino Unido (Ato 
1986, PPL 1390 (70/7354)). Para a coleta das células primárias, as linhagens de 8 semanas de 
camundongos machos que possuíam inibição em S196 de LXRα (M-S196ALdlrKO) e os 
camundongos selvagens (WT-LdlrKO) foram alimentados por 12 semanas com uma dieta de 
baixo teor de gordura e de colesterol. Os animais foram sacrificados e a pele foi retirada. As 
patas posteriores foram removidas, incluindo o fêmur e a tíbia e os ossos foram transferidos 
para um tubo de centrífuga de 15 mL com 5 mL de meio DMEM para serem manipulados 
dentro do fluxo laminar. 
 Dentro do fluxo laminar, os ossos removidos do animal foram transferidos para uma 
placa de petri estéril (10 mm) e todos os músculos que estavam aderidos aos ossos foram 
removidos com tesouras e pinças estéreis. Após a remoção dos músculos, os ossos foram 
cortados em duas partes, na tíbia até a articulação do joelho (evitando o joelho) e da articulação 
do joelho até a extremidade pélvica do fêmur, para liberar as extremidades. Para a remoção da 
medula óssea, foi inserida uma seringa de 5 mL com agulha de calibre 25mm injetando meio 
DMEM no interior do osso. Após a remoção da medula de todos os ossos, a medula óssea foi 
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misturada com o meio DMEM injetado e coletada em um tubo de centrífuga de 15 mL para 
centrifugação de 5 minutos à temperatura ambiente a 310g, a fim de sedimentar as células. As 
células foram ressuspendidas com 500μL de tampão de lise de células sanguíneas (Red Blood - 
Sigma-Aldrich®), e transferidas para um tubo de 15 mL mantidas em gelo por 5 minutos.  
11.2.2. Diferenciação de macrófagos 
 Após o processo de remoção da medula óssea e preparo das células, conforme descrito 
no tópico anterior (item 11.2.1), adicionou-se PBS 1x e a mistura foi centrifugada 5 minutos à 
temperatura ambiente à 310g. As células foram ressuspendidas em meio de diferenciação 
contendo meio DMEM com Glutamina, 20% de FBS, 30% de Meio Condicionado L929 e 20 
µg/mL de Gentamicina. A suspensão de células foi transferida para cultivo em placas de petri 
de 100x20 mm. As células foram cultivadas durante 6-7 dias em estufa úmida à 5% de CO2 e 
37°C e, se necessário, suplementadas no dia 3 com meio de diferenciação. Os macrófagos foram 
totalmente diferenciados após 6-7 dias. Neste ponto, os macrófagos eram considerados células 
proliferativas não ativadas, também denominadas macrófagos M0. Após a diferenciação, os 
macrófagos foram transferidos para DMEM, sem fenol e 1% FBS, com tratamento de 24 horas 
de 1µM do ligante de LXRα, GW3965. O uso de 1%FBS foi realizado a fim de reduzir todos 
os conteúdos lipídicos do meio gerando uma melhor resposta do ligante. 
11.3. Cultura de fibroblastos e diferenciação de adipócitos para análise de expressão 
gênica 
11.3.1. Cultura de células de fibroblastos murinos  
 Para os ensaios de diferenciação de adipócitos, foi utilizada a linhagem de células de 
fibroblastos murinos BALB/3T3 (ATCC® CCL-163™), conforme descrito no item 4.1.2. 
11.3.2. Diferenciação de pré adipócitos em adipócitos maduros 
O ensaio de diferenciação de adipócitos foi realizado conforme o item 4.3 com a 
inclusão do tratamento de 1µM de DMSO como controle de veículo e 1µM Rosiglitazona para 
a condição de inibição da fosforilação de S273 do PPARγ. O meio de manutenção também 
inclui 1µM de DMSO ou 1µM de Rosiglitazona, de acordo com cada condição.  
11.4.  Desenhos de primers para qPCR – análise de genes alvos dos receptores 
 Para a análise da expressão gênica de alvos de PPARγ e LXRα foram desenhados pares 
de primers utilizando um protocolo estabelecido pelo grupo da Dra. Inés Pineda Torra com o 
auxílio de softwares on-line (Ensembl, Primer 3 e NCBI). Os primers foram desenhados 
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seguindo as condições detalhadas na Tabela 2 abaixo, e então foi verificada sua capacidade de 
alinhamento (blast) a fim de confirmar sua especificidade. 
Tabela 2 Condições padrão utilizadas para desenho dos primers 
Condições Mínimo Ótimo Máximo 
Tamanho do Primer (pares de base) 18 20 25 
Primer Tm (°C) 57 60 63 
Conteúdo GC (%) 20 50 65 
 
 As sequências de cada primer dos genes alvo dos receptores que foram desenhados e 
validados estão descritas na Tabela 3. 
Tabela 3 Sequência de primers desenhados e validados no estágio no exterior para os genes alvo dos receptores. 
Gene Sequência senso Sequência anti-senso 
Selenbp1 GTGAGCAGTTTGCACACCAG CTTTGCCATTACCCTGGAGA 
Nr1d2 ATGTCACGAGATGCTGTTCG TGGTCTTCATTGCACTTTGC 
Txnip TATGTACGCCCCTGAGTTCC GCTCACTGCACGTTGTTGTT 
Apod AACGGAAACATCGAAGTGCT TGAGACGTTGCTCTGTTTGG 
Abcg1 CTGCCTCACCTCACTGTTCA CGTCTGCCTTCATCCTTCTC 
Irs-2 CATCGACTTCCTGTCCCATC GCTGGTAGCGCTTCACTCTT 
Stat1 GAGAGATTTGCCCAGACTCG GCTCAGGGTATGGAGCAGAG 
Gk TTGGCAGAGACAAACCTGTG CTTAGCCAGCGGATTACAGC 
Scd1 CCGGGAGAATATCCTGGTTT TAGTCGAAGGGGAAGGTGTG 
Cd24a GCTTCTGGCACTGCTCCTAC GGATTTGGGGAAGCAGAAAT 
Fasn GCTGCGGAAACTTCAGGAA AGAGACGTGTCACTCCTGG 
Tnfα CACTTGGTGGTTTGCTACG CCAGACCCTCACACTCAGA 
Lpl GTCGATCCCAATACTTCGACC ATCCATGGATGGACGGTAACG 
Abca1 CAGAAAATCCTGGAGCTTCAA GGACATGCACAAGGTCCTGA 
 
 As sequências dos primers previamente validadas pelo laboratório da Dra. Ana Carolina 
Figueira estão descritas abaixo na Tabela 4: 
Tabela 4 Sequência dos primers que foram previamente desenhados e validados no laboratório de pesquisa. 
Gene Sequência senso Sequência anti-senso 
Cd36 AAGCTATTGCGACATGATT GATCCGAACACAGCGTAGAT 
11.5. Extração de RNA 
 O RNA foi extraído das células utilizando o reagente TRIzol™ (Invitrogen™) seguindo 
as instruções do fabricante, conforme informado no item 4.5. 
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11.6. Produção de cDNA - Reação de Transcriptase Reversa 
 A reação de Transcriptase Reversa seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-
PCR) foi realizada para a síntese de cDNA utilizando o RNA extraído das células de 
macrófagos ou de adipócitos. Seguindo o protocolo do fabricante do kit High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™), como descrito no item 4.6.2. 
11.7. qPCR – Quantificação da expressão gênica 
 A técnica de PCR quantitativo (qPCR) foi amplamente utilizada para detectar o nível de 
expressão dos genes alvos de PPARγ e LXRα propostos. Seguindo o protocolo do fabricante 
do reagente SYBR™ Green Master Mix, de acordo com o item 4.6.3. A quantificação de mRNA 
foi calculada com base no método de ΔΔCt. Para as células de macrófagos as amostras controle 
WT-LdlrKO foram utilizadas como Ct de referência e o gene de Ciclofilina como gene de 
referência endógeno. Para os adipócitos maduros as amostras controle com DMSO foram 
utilizadas como Ct de referência e o gene de Gapdh foi utilizado como gene de referência 
endógeno. 
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12. RESULTADOS 
12.1. Diferenciação de adipócitos para análise de expressão de alvos dos receptores 
Para a análise de expressão gênica dos alvos de PPARγ e LXRα, foi realizada a 
diferenciação de adipócitos, para consequentemente obter o mRNA dos genes que podem ser 
diferencialmente expressos devido à variação na fosforilação de S273 do PPARγ encontrado 
em cada condição. Para avaliar a relação de crosstalk, os mesmos genes analisados em 
adipócitos foram também analisados em macrófagos. Para os adipócitos, o objetivo foi avaliar 
o perfil de expressão gênica dos alvos de PPARγ e LXRα frente a inibição da fosforilação de 
S273, através do uso de Rosiglitazona.  
 
Figura 39 Imagens do 14º dia de diferenciação de células de fibroblastos BALB/3T3 em adipócitos nas condições sem 
tratamento, diferenciada (controle com DMSO) e diferenciada com tratamento de 1µM de Rosiglitazona. Imagens tiradas 
antes e após a coloração com Oil Red O com o microscópio Nikon MTS com aumento de 40x. 
A Figura 39 mostra as imagens de microscópio obtidas da diferenciação ocorrida entre 
os diferentes tratamentos (DMSO e 1µM de Rosiglitazona) antes e após a coloração com Oil 
Red O. Pode-se observar que as células tratadas com Rosiglitazona, agonista de PPARγ, 
apresentam maior quantidade de células diferenciadas e coradas quando comparadas com a 
diferenciação controle feita com DMSO, que apresentou menor diferenciação e 
consequentemente menor quantidade de células coradas. Além disso, para comprovar a 
diferenciação, foi realizada a quantificação de Oil Red O através da absorbância das células 
lisadas de cada tratamento (Figura 40). 
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Figura 40 Quantificação de Oil Red O após a coloração da diferenciação de adipócitos realizada em três condições: Não 
tratada (controle negativo), diferenciação com adição de DMSO como controle e diferenciação com adição de 1µM de 
Rosiglitazona. O agonista de PPARγ, Rosiglitazona, aumentou a diferenciação com relação ao controle (DMSO) devido ao 
seu papel de ativação do receptor, o que desencadeia a adipogênese. Resultados apresentados em média ± SEM em triplicata 
biológica, dados de 3 experimentos independentes. ANOVA uma-via para gráfico com correções de múltiplas comparações 
através de Bonferroni (valores de p< *0,05/ **0,001/***0,001).  
Esta análise corrobora com o resultado das imagens de microscopia, pois foi observado 
que o tratamento das células com o agonista de PPARγ resultou em 1,8 vezes mais quantidade 
de células coradas e consequentemente diferenciadas, quando comparado ao controle com 
DMSO.  
Como descrito no capítulo I, o exemplo clássico de agonistas para o PPARγ é a classe 
de ligantes Tiazolidinedionas (entre eles, Rosiglitazona ou Pioglitazona), as quais são 
conhecidas por serem agonistas completos produzindo a máxima resposta e aumentando a 
atividade transcricional, o que leva a indução da adipogênese na condição tratada com ligante. 
Uma das ações da Rosiglitazona se dá através da estabilização da serina 273, impedindo a ação 
da enzima Cdk5. Essa inibição é ocasionada pelo mecanismo de ação de agonistas com a 
capacidade de interagir e estabilizar a folha β2-4, um loop próximo a S273 (Ribeiro Filho, em 
preparação, 2018). A estabilização deste loop demonstra proteger a acessibilidade ao sítio S273 
pela Cdk5, o que motiva muitos estudos em desenvolver ligantes capazes de ativar 
minimamente o PPARγ, evitando dessa forma, o contato com a H12 e, consequentemente a 
fosforilação do receptor (CHOI, et al., 2010). 
12.2. Análise da expressão gênica de alvos dos receptores  
 Sabe-se que a fosforilação do PPARγ é responsável pela desregulação da expressão de 
diversos genes, incluindo Adpsina e Adiponectina, e que esta desregulação está intrinsecamente 
ligada a resistência à insulina e ao quadro de DM2 (CHOI et al., 2011, 2015). Porém, o 
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mecanismo de fosforilação do PPARγ e todos os fatores que possam interferir na regulação dos 
genes modulados por essa modificação, precisa ser melhor estudado. Portanto, foi investigado 
se, além dos fatores citados no capítulo I, poderiam existir outros que interfiram na regulação 
gênica, como uma relação de crosstalk entre receptores nucleares. Assim, como grande parceiro 
de PPARγ, o LXRα foi alvo do estudo de crosstalk envolvendo os sítios alvos de fosforilação 
de ambos os receptores. 
12.2.1. Análise da expressão gênica de alvos de PPARγ e LXRα em adipócitos com inibição 
da fosforilação de S273 
Para realizar o estudo de crosstalk, o primeiro passo foi observar em adipócitos 
maduros, o perfil de expressão do conjunto de genes escolhidos. Tendo em vista que o objetivo 
do estudo é avaliar a relação de crosstalk relacionada a modificação pós-traducional entre os 
receptores PPARγ e LXRα, para o ensaio em adipócitos foi utilizado o tratamento de 1µM de 
Rosiglitazona a fim de inibir a fosforilação de S273 do PPARγ. 
 
Figura 41 Análise de expressão gênica de alvos de PPARγ e LXRα em adipócitos maduros. Comparação entre a condição 
basal, células diferenciadas com adição de DMSO como controle do veículo e células diferenciadas na presença de 1µM do 
ligante Rosiglitazona. Múltiplos Teste T, barras de erro em média ± S.E.M. (n = 9) * p <0,05, ** p <0,01.  
 Dessa forma, o resultado apresentado é a comparação entre a atividade dos genes na 
presença do ligante e a condição controle na ausência do ligante, utilizando DMSO como 
controle do veículo. Assim, pode-se observar que para os adipócitos (Figura 41), 7 dos 15 genes 
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analisados apresentaram diferença em sua expressão como resposta da inibição de S273 do 
PPARγ, sendo eles Cd36, Txnip, Apod, Selenbp1, Gk, Stat1 e Abcg1. 
 Em primeiro lugar, podemos observar que dentre eles Cd36 e Gk foram superexpressos 
8,5 vezes e 4,3 vezes, respectivamente, quando comparado com a condição controle com 
DMSO. Enquanto Txnip, Apod, Selenbp1, Stat1 e Abcg1 apresentaram redução na sua 
expressão diante da inibição da fosforilação de S273 quando comparado ao controle. Os valores 
de cada expressão podem ser encontrados na Tabela 5. 
 Os genes Abca1, Scd1, Cd24, Fasn, Nr1d2, Tnf-α, Lpl e Irs-2 não apresentaram 
diferenças significativas em suas expressões diante da inibição da fosforilação de S273 através 
do uso de Rosiglitazona. 
 O fato interessante desta primeira análise é que tanto Selenbp1 quanto Txnip são genes 
previamente estudados como alvo da possível regulação pela fosforilação de S273 de PPARγ 
(CHOI et al., 2010, 2011), fato que valida os dados aqui apresentados pois, neste trabalho 
apresentaram sua regulação diferenciada diante da inibição da fosforilação do PPARγ. 
 Em resumo, a partir desta análise foi possível selecionar 7 genes para continuar com o 
estudo de crosstalk entre os receptores nucleares. 
12.2.2. Análise da expressão gênica de alvos de PPARγ e LXRα em macrófagos LXRα 
S196A 
O segundo passo na avaliação de crosstalk foi entender o perfil da expressão do conjunto 
de genes selecionados diante da ausência da fosforilação de S196 de LXRα em condições basais 
em macrófagos, a fim de compara-lo com o perfil verificado na ausência de fosforilação de 
S273 de PPARγ. Para este ensaio, células derivadas de medula óssea (BMDM) diferenciadas 
em macrófagos (diferenciação não apresentada) foram utilizadas, as quais possuíam tanto a 
isoforma mutante de LXRα com a fosforilação de S196 inibida, quanto sua isoforma selvagem, 
obtidas a partir dos modelos animais previamente estabelecidos no laboratório da Dra. Inés 
Pineda Torra.  
A escolha de macrófagos como modelo de estudo de LXRα se deve a relação bem 
estabelecida de crosstalk entre PPARγ e LXRα no controle do metabolismo de glicose e de 
lipídeos, com destaque para a infiltração de macrófagos no tecido adiposo durante a inflamação 
causada pela obesidade e também pelo fato de que o LXRα é altamente expresso em macrófagos 
regulando diversas vias relacionadas a resistência à insulina (A-GONZÁLEZ; CASTRILLO, 
2011; PRADO et al., 2009). 
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Figura 42 Análise de expressão gênica de alvos de PPARγ e LXRα em macrófagos. Comparação entre a condição do tipo 
selvagem (WT-LdlrKO) versus a mutante (M-S196A LdlrKO) em condição basal (n=6). Múltiplos Teste T, barras de erro em 
média ± S.E.M. (n = 6) * p <0,05, ** p <0,01.  
 Primeiramente, para os ensaios em macrófagos (Figura 42), o resultado apresentado é a 
comparação da atividade basal do mutante (M-S196A) com a isoforma selvagem de LXRα 
(WT), assim, pode-se observar que de todos os 15 genes, 9 apresentaram expressão 
diferencialmente regulada diante da inibição da fosforilação de S196 de LXRα. Dentre eles 
estão os genes de Abca1, Cd36, Apod, Selenbp1, Scd1, Cd24a, Fasn, Gk e Tnf-α.  
 O primeiro ponto a se observar neste resultado é que Abca1 pode ser também um 
controle experimental, pois sabe-se que este gene possui a regulação através da relação de 
crosstalk entre PPARγ e LXRα (CHAWLA et al., 2001). Contudo, na análise (Figura 42) este 
gene mostrou ser superexpresso em condições de inibição da fosforilação de LXRα (17,88 
vezes). Inclusive, é possível sugerir que essa relação possa estar ligada à modificação pós-
traducional do receptor. 
 Analisando ainda as expressões da atividade basal (Figura 42) dos genes Scd1, Gk, 
Apod e Fasn, estes apresentaram redução em sua expressão, enquanto os genes Cd24a, 
Selenbp1, Tnf-α e Cd36 apresentaram sua expressão aumentada diante da inibição da 
fosforilação de S196 de LXRα (M-196 LdlrKO), comparada ao controle selvagem (WT-
LdlrKO), os valores podem ser encontrados na Tabela 5. 
*
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 Para os outros genes analisados como Txnip, Nr1d2, Lpl, Stat1, Abcg1 e Irs-2 não foi 
observada diferença significativa na expressão em condições basais quando comparado ao 
controle WT -LdlrKO. 
 Porém, o mais interessante desta análise da atividade basal em macrófagos (Figura 42), 
é que genes como Cd36, Apod, Selenbp1 e, Gk demostraram ser diferencialmente regulados 
diante da inibição da fosforilação tanto de S196 de LXRα, quanto de S273 de PPARγ (Figura 
41), sugerindo um mecanismo de crosstalk entre os receptores e suas modificações pós-
traducionais para a regulação destes genes. 
12.2.3.  Análise da expressão gênica de alvos de PPARγ e LXRα em macrófagos LXRα 
S196A na resposta ao agonista de LXRα 
 O terceiro passo da análise foi verificar em células de macrófagos, qual seria o perfil de 
expressão do conjunto de genes em resposta ao tratamento com agonista de LXRα, o GW3965. 
Tendo em vista que a análise feita em adipócitos foi na presença do agonista de PPARγ, a 
Rosiglitazona, o que apesar de inibir a fosforilação de S273, também causa a ativação do 
receptor, optou-se por realizar também ensaios em macrófagos na presença do ligante agonista 
de LXRα, para que pudesse ser analisado os mesmos efeitos de ativação do receptor através do 
ligante. Para isso, foram realizados ensaios em células BMDM extraídas de camundongos que 
possuíam a inibição da fosforilação de S196 de LXRα e de animais com a isoforma selvagem 
do receptor, e então essas células foram diferenciadas em macrófagos e tratadas com 1µM do 
ligante GW3965. 
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Figura 43 Análise de expressão gênica de alvos de PPARγ e LXRα em macrófagos com tratamento de agonista GW3965. 
Comparação entre a condição do tipo selvagem (WT-LdlrKO) versus a mutante (M-S196A LdlrKO) sob tratamento com 1µM 
do agonista de LXRα, o GW3965. Múltiplos Teste T, barras de erro são S.E.M. (n = 6) * p <0,05, ** p <0,01. 
 O resultado aqui apresentado (Figura 43) é a comparação entre a expressão dos genes 
na isoforma mutante (M-S196A LdlrKO) em relação a isoforma selvagem (WT-LdlrKO), na 
qual ambas estavam sob tratamento do ligante de LXRα. 
 Nesta condição (Figura 43) podemos observar primeiramente que dos 15 genes, 9 
apresentaram sua expressão diferenciada diante da inibição da fosforilação de S196 de LXRα. 
Sendo eles, Cd36, Apod, Selenbp1, Scd1, Fasn, Gk, Tnf-α, Lpl e Irs-2. Os quais Apod e 
Selenbp1 aparecem ser superexpressos (4,4 e 1,9 vezes respectivamente) na condição mutante 
(M-S196A LdlrKO), enquanto Cd36, Scd1, Fasn, Gk, Tnf-α, Lpl e Irs-2 apresentaram redução 
de expressão na ausência de fosforilação de S196 quando comparada ao controle WT-LdlrKO. 
Os valores para cada expressão podem ser encontrados na Tabela 5. 
 Outro ponto interessante deste dado é que dos 7 genes que haviam sido diferencialmente 
expressos em adipócitos com inibição da fosforilação de S273 de PPARγ (Figura 41), 4 deles 
também são modificados pela ausência da fosforilação de S196 de LXRα tanto em condições 
basais quanto na resposta ao ligante (Figura 42 e Figura 43), sendo eles Cd36, Selenbp1, Apod 
e Gk. Dessa forma, este dado sugere que estes genes podem ser influenciados por uma relação 
de crosstalk entre a fosforilação dos receptores PPARγ- LXRα. 
Alvos de PPAR  e LXR  em macrófagos - resposta do ligante
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 Porém, uma questão a ser considerada é que, apesar de saber que a Rosiglitazona é 
responsável por inibir a fosforilação do sítio de S273 do PPARγ, este ligante também é capaz 
de modificar a expressão de alvos de PPARγ através da ativação do receptor nuclear (JACOBI; 
STANYA; LEE, 2012; NTAMBI; YOUNG-CHEUL, 2000). Apesar da análise em adipócitos 
na presença do ligante ter sido utilizada a fim de observar o perfil gênico na ausência da 
fosforilação de S273 do receptor comparando com os resultados obtidos com a ausência da 
fosforilação de S196 em LXRα em macrófagos, sabemos que o melhor modelo a ser estudado 
seria o uso de células geneticamente modificadas a fim de obter a ausência total de fosforilação 
em S273 de PPARγ, sendo integrada ao genoma. Assim, o grupo da Dra. Ana Carolina Figueira 
vem trabalhando para a construção de células de fibroblastos PPARγ S273A que serão 
posteriormente diferenciados em adipócitos. Dessa forma, as análises poderão ser realizadas 
baseadas neste novo modelo. 
12.3. Análise de vias para o conjunto de genes analisados 
 Após os ensaios e análises realizadas para cada receptor e seus respectivos sítios de 
fosforilação, o próximo passo foi verificar a forma como o conjunto de genes escolhidos se 
relaciona. Para isso, foi utilizado o software MetaCore™ que integra todos os genes e avalia 
suas possíveis relações. Para esta análise, a Tabela 5 abaixo resume todas as expressões 
encontradas para cada condição, tanto em macrófagos quanto em adipócitos. 
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Tabela 5 Descrição dos genes analisados juntamente com as expressões encontradas para cada condição e tecido. Os valores 
representam o fold-change tanto para macrófagos na atividade basal e na resposta com 1µM de ligante GW3965 referentes 
ao mutante M-S196LdlrKO, quanto para adipócitos na resposta de 1 µM de Rosiglitazona, que inibe a fosforilação de S273 
de PPARγ. 
 
 Através da análise do software foi possível visualizar a relação entre o conjunto de genes 
escolhidos para a investigação, conforme mostra a Figura 44, os quais estão envolvidos com o 
processo de adipogênese ou controle do metabolismo de glicose. O único gene que não 
apresentou relação com os demais foi Nr1d2, embora possua o elemento responsivo de PPAR 
(PPARE) em sua sequência promotora, indicando ser um possível alvo de PPARγ.  
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Figura 44 Análise das vias que envolvem PPARγ e LXRα na regulação de seus genes alvos. Análise realizada por interações 
diretas pelo software MetaCore™, no qual os ícones de termômetro indicam: 1) são valores do experimento da atividade basal 
em macrófagos; 2) são valores do experimento da resposta de 1µM de GW3965 em macrófagos; e 3) são valores do 
experimento da reposta 1µM de Rosiglitazona em adipócitos. Os ícones de termômetro em azul indicam os experimentos nos 
quais os genes foram superexpressos, e os termômetros em vermelho os genes nos quais houve redução da expressão. Valores 
indicados em fold-change. 
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 Nesta Figura 44 podemos perceber quão complexa é a regulação dos genes alvos dos 
receptores LXRα e PPARγ, os quais podem ser afetados por diversos mecanismos, como a 
regulação dos genes vizinhos. Na imagem há também destaque para a via de crosstalk muito 
bem estabelecida entre os dois receptores estudados (HAMZA et al., 2009; SEO et al., 2004; 
YOSHIKAWA et al., 2003). 
 Devido à complexidade da via e com o objetivo de facilitar a visualização dos genes que 
apresentaram ser diferencialmente expressos diante da inibição da fosforilação dos receptores, 
a Figura 45 abaixo mostra de forma simplificada a interação dos 4 genes (Cd36, Selenbp1, 
Apod e Gk) diferencialmente expressos para ambos os receptores. 
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Figura 45 Análise simplificada das vias que envolvem os 4 genes (Cd36, Apod, Selenbp1 e Gk) que apresentaram sua expressão 
diferenciada diante da ausência da fosforilação de S196 de LXRα e S273 de PPARγ. Análise realizada por interações diretas 
pelo software MetaCore™, no qual os ícones de termômetro indicam: 1) são valores do experimento da atividade basal em 
macrófagos; 2) são valores do experimento da resposta de 1µM de GW3965 em macrófagos; e 3) são valores do experimento 
da reposta 1µM de Rosiglitazona em adipócitos. Os ícones de termômetro em azul indicam os experimentos nos quais os genes 
foram superexpressos, e os termômetros em vermelho os genes nos quais houve redução da expressão. Valores indicados em 
fold-change. 
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Figura 46 Legenda para os mapas obtidos com o software MetaCore™ para a Figura 44 e Figura 45. 
 De acordo com o dados apresentados, o gene Selenbp1 (proteína ligadora de selênio 1), 
apresentou sua expressão aumentada na ausência de fosforilação de S196 tanto na condição 
basal (1,6 vezes) quanto na presença do agonista de LXRα (1,9 vezes), Figura 42 e Figura 43 
respectivamente. Selenbp1 também mostrou ser diferencialmente expresso na ausência de 
fosforilação de S273 de PPARγ, na qual apresentou redução de 0,34 vezes (Figura 41). Estes 
resultados indicam que este gene pode ser regulado por uma relação de crosstalk entre os 
receptores envolvendo suas modificações pós-traducionais. Selenbp1é geralmente expresso em 
uma variedade de tecidos e localizado no núcleo e/ou citoplasma dependendo do tipo celular, 
também está envolvido na diferenciação e na sinalização ambiental demonstrando potentes 
propriedades anticarcinogênicas e está correlacionado ao metabolismo da glicose regulando a 
expressão de outros genes, deixando clara sua importância de regulação pelos receptores (YING 
et al., 2015). 
 Outro gene diferencialmente regulado pela ausência de fosforilação de LXRα e PPARγ 
é o Gk (glicerol quinase), na qual apresenta sua expressão reduzida tanto na atividade basal do 
mutante de LXRα (0,8 vezes), quanto na resposta do ligante (0,5 vezes), Figura 42 e Figura 43, 
respectivamente. Este gene também apresentou expressão diferenciada na ausência de 
fosforilação de S273 de PPARγ, com aumento de 4,3 vezes (Figura 41). Porém, sabe-se que a 
expressão deste gene em adipócitos é reduzida quando o PPARγ está associado a 
correpressores, e na presença de ligante ocorre o aumento da expressão devido à dissociação 
dos correpressores e ao recrutamento de coativadores (GILARDI et al., 2014; LASAR et al., 
2018).  
 O Gk está relacionado a análise da repressão do receptor nuclear, pois é alvo dos 
correpressores associados ao PPARγ em adipócitos, o que leva a sua baixa expressão neste 
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tecido, assim, pode-se dizer que este gene está associado à ligação do PPARγ aos 
correpressores, NCoR e SMRT (GUAN et al., 2005). Outros estudos também demonstraram 
que assim como o PPARγ pode regular o Gk, que possui o elemento responsivo de PPAR 
(PPARE) em sua região promotora (Tabela 6), o Gk também foi identificado como regulador 
de PPARγ, sendo necessário para manter a função deste receptor (LASAR et al., 2018). Tendo 
em vista que, apesar do Gk não apresentar nenhuma relação próxima ao LXRα na análise do 
software, este gene pode ser diferencialmente regulado também pela fosforilação de LXRα, 
assim, a alteração na expressão do gene pode influenciar diretamente a função de PPARγ. 
Evidenciando uma relação de crosstalk na relação entre PPARγ e LXRα na regulação do gene 
Gk. 
 Outro gene que aponta ser diferencialmente expresso na ausência de fosforilação dos 
receptores é o Cd36, uma glicoproteína de membrana e alvo conhecido tanto de PPARγ quanto 
de LXRα (SILVERSTEIN; FEBBRAIO, 2009; ZHOU et al., 2008). Este gene apresentou sua 
expressão aumentada na ausência da fosforilação de S196 de LXRα na atividade basal (Figura 
42) e na inibição da fosforilação de S273 de PPARγ (Figura 41), 1,5 vezes e 8,56 vezes 
respectivamente. Porém, na resposta ao ligante de LXRα, este gene reduziu sua expressão 
(Figura 43) em 0,45 vezes, mostrando ser alvo da relação de crosstalk entre os receptores. Estes 
resultados se mostram muito intrigantes diante do vasto papel que este gene desenvolve no 
metabolismo. O Cd36 atua no armazenamento de energia em adipócitos e absorção de gordura 
intestinal através da associação com ácidos graxos de cadeia longa, oque facilita a entrada nas 
células, dessa forma este gene contribui para o desenvolvimento de doenças metabólicas como 
diabetes e obesidade (SILVERSTEIN; FEBBRAIO, 2009). 
 O último gene que apresentou ser diferencialmente expresso diante das modificações 
pós-traducionais dos receptores é o Apod, uma apolipoproteína D membro da superfamília de 
proteínas carreadoras de lipídeos, formando uma lipoproteína (HUMMASTI et al., 2004; 
KALAANY; MANGELSDORF, 2006). Este gene apresentou expressão reduzida na ausência 
da fosforilação de S196 de LXRα em sua atividade basal (Figura 42) em 0,25 vezes e também 
na inibição da fosforilação de S273 de PPARγ (Figura 41) em 0,09 vezes, enquanto na resposta 
ao agonista de LXRα, este gene aumentou sua expressão (Figura 43) em 4,4 vezes. O Apod é 
conhecido por ser alvo de LXRα (HUMMASTI et al., 2004; KALAANY; MANGELSDORF, 
2006), apesar de também possuir a sequência do elemento responsivo de PPAR (PPARE) em 
sua região promotora (Tabela 6). Dessa forma, o fato interessante é que este gene é 
diferencialmente regulado na ausência de fosforilação de LXRα, por ser alvo deste receptor, 
mas também apresentou diferença de expressão diante da inibição da fosforilação de PPARγ, o 
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que se explica através da presença da sequência de PPARE. O LXRα, embora não possa 
influenciar na diferenciação de adipócitos, pode ter um papel importante na modulação do 
metabolismo de lipídeos em adipócitos regulando, por exemplo, o gene Apod. Assim, este gene 
pode também ser regulado por uma relação de crosstalk entre os receptores. 
 Em síntese, através dos ensaios de expressão gênica foi possível sugerir 4 genes que se 
encontram resumidos na Tabela 6 e podem ter sua expressão influenciada por uma relação de 
crosstalk entre LXRα e PPARγ. Diante deste cenário, é possível inferir que a modulação destes 
genes através da modificação pós-traducional dos receptores pode gerar um novo campo para 
descoberta de novos medicamentos que sejam capazes de modular a fosforilação dos receptores 
e consequentemente alcançar as respostas desejadas para o tratamento de doenças metabólicas 
nas quais ambos receptores estão envolvidos, como o desenvolvimento de obesidade e diabetes. 
Tabela 6 Descrição dos genes regulados por LXRα e PPARγ de maneira positiva ou negativa 
 
a
 Regulação através do crosstalk: D, direta; I, indireta 
b
 Elemento Responsivo (E.R.) de cada receptor: DR-1 – PPARγ; DR-4 – LXRα análise via predição de regiões promotoras 
com o uso do software NHR-Scan 
c
 Regulação observada no experimento em macrófagos em atividade basal 
d
 Regulação observada no experimento em macrófagos em resposta ao agonista de LXRα 
e
 Regulação observada no experimento em adipócitos sob tratamento do agonista de PPARγ para inibição da fosforilação de 
S273 
c,d,e
 P, regulação positiva; N, regulação negativa 
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13. CONCLUSÃO  
 A fosforilação é um mecanismo importante e complexo de regulação de diversas vias 
do organismo e é a principal responsável pela desregulação de diversos genes que induzem a 
resistência à insulina. Contudo, as vias envolvidas neste processo ainda não são bem claras, 
reforçando a importância do seu estudo. Um exemplo pode ser a relação de crosstalk, uma via 
bem estabelecida entre LXRα e PPARγ, mas que não se sabe ao certo se suas modificações pós 
traducionais, como a fosforilação, poderiam interferir nessa relação. 
 Assim, decidiu-se investigar se a fosforilação de S196 de LXRα e de S273 PPARγ 
poderia interferir na expressão de genes alvo de ambos receptores, os quais estão envolvidos 
com o metabolismo de glicose. Através desta análise, foi possível verificar que essa relação de 
crosstalk envolvendo a fosforilação dos receptores pode realmente existir, visto que, genes 
como Cd36, Apod, Gk e Selenbp1 mostram-se diferencialmente regulados pela ausência da 
fosforilação de S273 de PPARγ e de S196 de LXRα.  
 Estes resultados também contribuíram para reforçar a observação feita no capítulo 
anterior, no qual foi possível evidenciar que a modulação da expressão gênica que leva ao 
desenvolvimento de doenças metabólicas é um processo complexo que envolve diversas vias, 
o que pode ser também relatado pela relação de crosstalk entre os receptores aqui verificada e 
indicando a necessidade de um estudo contínuo e análise crítica. 
  Contudo, a interação fina entre os dois receptores sugere que este sistema se tornou 
altamente sensível e eficiente para a manutenção da homeostase de glicose e dessa forma, a 
possível influência das modificações pós-traducionais dos receptores na expressão dos genes 
alvos pode trazer uma nova interpretação desta situação de crosstalk, o que pode ser muito 
proveitosa, pois é possível, por exemplo, que a administração de doses reduzidas e simultâneas 
de drogas agonistas tanto de LXRα como de PPARγ possam trazer resultados mais específicos 
para o tratamento de doenças do metabolismo de glicose, nas quais os receptores estão 
envolvidos. 
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